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Uber die Lislichkeitsbedingungen des Guanins 
in der Nahe seines isoelektrischen Punktes. 


Von 


Richard W. Martin. 





(Aus dem Senckenbergischen Pathologischen Institut der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Mai 1934.) 





Das Guanin ist ein Ampholyt, der in seiner undissoziierten 
Form zu den in Wasser schwerstléslichen Verbindungen gehdrt, 
die wir kennen. Da die Liésungen des Guanins sich — im 
Gegensatz zum Adenin — nicht lange in iibersittigtem Zustande 
halten, kann man die Lage des isoelektrischen Punktes bestim- 
men, indem man die Abhiangigkeit der Lislichkeit des Gua- 
nins vom p,, der Lésung untersucht. Die Lage des isoelektri- 
schen Punktes des Guanins ist vor allem fiir die Fermentchemie 
von Interesse. Nach den Arbeiten von G. Schmidt?) hat die 
Guanase, die Guanin in Ammoniak und Xanthin spaltet, in der 
Nihe des isoelektrischen Punktes ihr Wirkungsmaximum; man 
kann demnach die Frage stellen, ob nicht die Fermentwirkung 
mit dem Dissoziationszustand des Guanins zusammenhiingt, etwa 
derart, daB das Enzym nur zum undissoziierten Molekiil Affini- 
tiiten besitzt. In diesem Falle miiBte die p,,-Aktivitatskurve der 
Guanase spiegelbildlich zur p,-Lislichkeitskurve des Guanins 
verlaufen. Zur Entscheidung dieser Frage habe ich den p,, der 
minimalen Liéslichkeit fiir das Guanin genauer als bisher ein- 
zugrenzen versucht. 


Versuchsteil. 


Zur Feststellung der p,,-Lislichkeitskurve des Guanins wurden 
neutrale, ungepufferte Lésungen der Base mit Puffergemischen von 
verschiedenem p, bei Zimmertemperatur oder bei 37° mehrere 
Standen stehengelassen. Dann wurde neutralisiert und die durch 





') Diese Z. 208, 185 (1932). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, COXXVI. 5 
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Guanase abspaltbare Ammoniakmenge bestimmt. Da Guanase 
krystallinisch ausgefallenes Guanin gar nicht desaminiert, gibt die 
fermentativ abgespaltene Ammoniakmenge ein MaB fir das in 
Liésung gebliebene Guanin. Die Lésungsgeschwindigkeit und die 
Léslichkeit des Guanins bei der Reaktion des sekundiren Phos. 
phats (das in der Fermentlésung enthalten war) ist so gering, 
daB ein Wiederauflésen des einmal ausgefallenen Guanins al; 
Fehlerquelle nicht in Frage kommt. 


Bereitung der Fermentlisung: 


Die Herstellung der Fermentlésung geschah nach einer Vorschrift 
von G. Schmidt’). Frische Kaninchenleber wird zerkleinert und mit der 
doppelten Menge Glycerin einige Stunden bei Zimmertemperatur unter 
wiederholtem Umschiitteln stehengelassen. Nach Verdiinnung mit Wasser 
auf das doppelte Volumen und Zusatz der einem Viertel des Lebergewichtes 
entsprechenden Menge Kieselgur wird iiber einem groBen Biichnertrichter 
abgesaugt. Das Extrakt wird mit dem halben Volumen einer Tonerde- 
suspension adsorbiert und das an die Tonerde adsorbierte Ferment nach 
Zentrifugieren dem einmal mit Wasser gewaschenen Riickstand dadurch 
entzogen, daB man denselben mit n/5-Natriumphosphatlésung verreibt. Man 
benutzt zur Elution soviel Natriumphosphatlésung als dem halben Volumen 
Ausgangsextrakt entspricht. 30 Minuten nach Zusatz des Elutionsmittels 
wird abzentrifugiert und die Elution nach Verdiinnung auf das doppelte 
Volumen zur Desaminierung verwandt. 


Herstellung der Guaninlésung: 40 mg Guanin werden mit etwa 35 ccm 
1,5°/, iger Schwefelsiure 30 Minuten lang am RiickfluBkiihler gekocht und 
danach auf 50 cem aufgefiillt. 


Zu den Versuchen wurden jeweils 5 com Guaninlésung nach 
Zusatz von einem Tropfen 33°/, iger Natronlauge mit 20 ccm 
der nach Sérensen hergestellten n/10-Puffergemische versetzt 
und unter den bei der Besprechung der einzelnen Versuche ver- 
merkten Bedingungen stehengelassen. Danach wurde mit mig- 
lichst wenig starker Siiure oder Base (Natriumphosphatlésung 
bzw. 10°/, ige Essigsiurelésung) neutralisiert und nach dem Zusatz 
von 5 ccm Fermentlésung die in 3 Stunden bei 37° gebildete 
Ammoniakmenge bestimmt. 


Die p,-Bestimmungen wurden an Guaninpuffergemischen 
mit Indikatoren bzw. elektrometrisch vorgenommen. Die hierv 
dienenden Ansi&tze wurden genau wie die zur Bestimmung des 
p,,-Léslichkeitsminimums verwandten hergestellt unter Verwendung 
der gleichen Lésungen. 





1) Diese Z. 208, 225 (1932). 
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Versuchsbeispiel. 
(Aus einer Reihe von 5 Versuchen ausgewihlt.) 
ac. ss Bp oF OB TH 6 50 4 


ain Lisung gebliebenes 
‘Guanin in mg Amino-N 0,37 0,21 0,10 0,14 0,21 0,28 = 0,31 


‘In %/, des Zusatzes . . 95 54 26 36 54 71 79 


Die Kontrollbestimmung mit Ferment ergab, da8 in den Ansiitzen 
0,39 mg Guaninaminostickstoff enthalten war. 


Zur Bewertung der eben dargestellten Ergebnisse muBte die 


| Frage untersucht werden, ob in den gewihlten Versuchszeiten 
| die Abscheidung des Guanins schon beendet war; ob also die 
' erhaltenen Zahlenwerte die Liéslichkeiten des Guanins unter den 
angewandten Versuchsbedingungen wiedergeben, oder ob diese 


Werte als Ma8 fiir die Abscheidungsgeschwindigkeiten anzusehen 
sind. Zur Klarung dieser Frage habe ich gleiche Teile mit 


~ Phosphat (p,, 8,7) baw. Borat (p,, 9,2) gepufferte Guaninlésungen 


_ yerschiedene Zeiten unter sonst gleichen Bedingungen (37°) stehen- 
/ eelassen und die dann in Liésung gebliebenen Guaninmengen 
_ bestimmt. 


Versuch 6. 20. 8.31. Boratpuffer py 9,2. Die Kontrollbestimmung 
mit Ferment ergab, daB in den Ansiitzen 0,32 mg Guaninaminostickstoff 


, -enthalten war. 


ne «6 | «lf ee 50’ 150’ 240° 


In Lésung gebliebenes Gennin in , mg hiiiline- N 0,32 0,32 0,17 
Pein %/, des Zusatzes. . . ‘ ae 100 100 58 


Versuch 7. 21. 8. 31. ionsdialtin Py 9,2. Die Kontrollbestimmung 


"mit Ferment ergab, da in den Ansitzen 0,32 mg Guaninaminostickstoff ent- 


“halten war. 

mt. w 8 —— 70’ 120’ 240’ 
In Liésung gebliebenes Guanin ix in mg Amino- N 0,30 0,31 0,15 
‘In °/, des Zusatzes . . . . = 94 97 47. 


Versuch 8 26. 8. 31. Phosphatpufter Pu 8,7. Die Kontrollbestim- 
' mung mit Ferment ergab, daB in den Ansiitzen 0,40 mg Guaninaminostick- 


stoff enthalten war. 


 Leit “-_— ° 0’ 60’ 120’ 180’ 240’ 1080’ 
In Lésung gebliebenes 
BD Guanin in mg Amino-N 0,40 0,33 0,28 0,14 0,14 0,09 


plu 9 » des Zusatzes . . 100 83 70 35 35 23. 


Die drei eben mitgeteilten Versuche zeigen, daB die Ab- 
Q " scheidung des Guanins in den zu den p,,-Kurven gewihlten Zeiten 
“och nicht beendet ist, daB also die nach Beendigung der Ver- 
“suche noch in Lésung gebliebenen Guaninmengen ein Maf bilden 


Pitiir die Abscheidungsgeschwindigkeiten, jedoch nicht fiir die Lis- 


5* 
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lichkeit des Guanins. Die Abscheidungsgeschwindigkeit des Guanins 
ist jedoch in ihrer Abhingigkeit vom p, so gut reproduzierbar, 
daB sie sich — der gréBeren Ausschlige halber — zur Bestin- 
mung des isoelektrischen Punktes besser eignet als die Lislich. 
keit selbst. Da die Anionenkonzentrationen in den Versuchen 
praktisch konstant gehalten wurden, geben die Kurven tatsiichlich 
den KinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Abscheidungs. 
geschwindigkeit wieder. Da8 auf die Léslichkeit selbst der Phos. 
phationengehalt der Liésung ohne wesentlichen EinfluB ist, zeigt 
ein Versuch, in dem die Guaninliésung mit Puffern von gleichen 
Pp, (8,7) aber verschiedenen Phosphatkonzentrationen zusammen. 
gebracht und stehengelassen wurde. 

Versuch 9, 26. 9. 31. Zeit 1080 Minuten. Die Kontrollbestimmung 
mit Ferment ergab, daB in den Ansiitzen 0,38 mg Guaninaminostickstoff ent- 
halten war. 


Phosphatkonzentration. . . . . . b/10 n/100 n/50 n 1000 
In Lésung gebliebenes Guanin in mg Amino- N 0,10 0,10 0,10 0,09 
ee ar ee ee a ee ee ee 26 26 26 24, 


Die in den bisherigen Versuchen festgestellte Tatsache, daf 
die Angreifbarkeit des Guanins durch Guanase beim Stehen mit 
verschiedenen Pufferlésungen stark abnimmt, li8t a priori aufer der 
Annahme der Guaninabscheidung noch eine andere Deutung zu: 
Man kénnte sich denken, daB Guanin beim Stehen in wiiBriger 
Lésung eine Umlagerung in eine tautomere Form erleidet, die gegen 
das Enzym resistent ist. Diese Méglichkeit trifft jedoch nicht zu, 
wie nachstehender Versuch erkennen 1aBt. 


Versuch 10. 9.9.31. Guaninlésung wird mit Phosphatpuffer (n/10) 
bei pq 8,0 20 Stunden stehengelassen. Danach wird durch Guanase nur 
noch 0,014 mg Ammoniakstickstoff, entsprechend 5°/, des Zusatzes, gebildet. 

Ein anderer gleichbehandelter Ansatz wird nach dem Stehen ohne 
Fermentzusatz filtriert. Im Filtrat wird nach Kjeldahl] der Gesamtstick- 
stoff bestimmt. Das Filtrat war stickstoffrei. 


Daraus geht hervor, daB die Unangreifbarkeit des Guanins 
durch das Ferment tatsichlich auf dessen Abscheidung zuriickzu- 
fiihren ist. FaBt man die Ergebnisse der besprochenen Versuche 
zusammen, so ergeben die p,,-Kurven iibereinstimmend ein deut- 
liches Maximum der Abscheidungsgeschwindigkeit zwischen p,, ! 
und p,,8. Daraus darf geschlossen werden, daB in diesem Bereicli 
das Minimum der Ionisierung, also der isoelektrische Punkt fir 
das Guanin liegt. Ganz anders verliuft nach G. Schmidt die 
p,-Aktivitiitskurve der Guanase. Die Guanasewirkung nimint vou 
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p,, 9 bis Py 9,2 dauernd zu und fallt erst von da — wahrschein- 


lich wegen der durch den hohen p,,-Wert bedingten Ferment- 


 schidigung — ab. Fiir die enzymatische Angreifbarkeit des 
| Guanins ist also nicht die undissoziierte Form der Verbindung 
'maBgebend. Man kann aus dem weit im Alkalischen liegenden 


Wirkungsoptimum den SchluB ziehen, daB das Guanin in Form 
seines Anions leicht enzymatisch desaminiert wird. 

Der Hauptwert der hier angewandten neuen enzymatischen 
Methode zur Untersuchung der Léslichkeitseigenschaften diirfte in 
der Méglichkeit liegen, die Einfliisse auf die Krystallisationsaus- 
ldsung und diejenigen auf die Léslichkeitsbedingungen (py, Natur 
des Lésungsmittels) getrennt zu untersuchen. Diese Méglichkeit 
ist deshalb gegeben, weil bei der in den vorliegenden Unter- 
suchungen zum ersten Male angewandten enzymatischen Trennung 
von geléster und ungeléster Substanz jedes auslisende Moment 
der bisher angewandten Methoden (Zentrifugieren und dergl.) ver- 
mieden wird. Vor allem fiir das Verstiindnis der Konkrement- 
hildung diirfte eine Methode von Nutzen sein, die gestattet, die 
Keimbildung beeinflussende Momente zu untersuchen. 

Die Méglichkeiten, eine derartige enzymatische Methodik fiir 
andere konkrementbildende Substanzen auszubilden, sind durch- 
aus gegeben. Gerade fiir die haufigsten Bestandteile der Harnkon- 
kremente bestehen sehr wirksame Enzyme. So kénnte die Uri- 
kolyse zur enzymatischen Léslichkeitsbestimmung der Harnsiure, 
lie enzymatische Hexosephosphatsynthese zur entsprechenden 
Untersuchung itiber die Bedingung der Phosphatkonkrementbildung 
benutzt werden. Weniger einfach liegen die Verhiltnisse beim 
Calcium- und Oxalation; aber auch dort lassen sich bei dem 
auBerordentlich starken und quantitativ reproduzierbaren Effekt 
dieser beiden Jonen auf verschiedene enzymatische Prozesse 
(Blutgerinnung, Dephosphorylierung) sicherlich ,,enzymatische Teste“ 
zur Beurteilung des Lislichkeitsverhaltens ausarbeiten. 
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Uber die ammoniakbildenden Substanzen im Brustmuskel 
der Taube und des Hahns. 


Von 


Heinrich Dotzenrodt. 





(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Mai 1934.) 


Wie die Forschungen der letzten Jahre in zunehmendem 
MaBe gezeigt haben, kommt den phosphorsiiurehaltigen Bestand- 
teilen des Muskels fiir den Chemismus der Kontraktion eine er. 
hebliche Bedeutung zu. Die Adenylsiure nimmt unter ihnen eine 
besondere Stellung ein, weil sie die Muttersubstanz des bei der 
Kontraktion gebildeten Ammoniaks ist und weil sie iiberwiegend 
nicht in freier Form, sondern vergesellschaftet mit der Pyro- 
phosphorsiaure, als Adenosintriphosphorsiure, im Muskel enthalten 
ist. Adenylsiure und Adenosintriphosphorsiure sind aber an- 
scheinend nicht die einzigen Formen, in denen das Adeninnucleotid 
vorkommen kann, haben doch Embden und M. Lehnartz?) aus 
der Herzmuskulatur eine Substanz isoliert, der die Struktur eines 
Dinucleotids aus Adenosintriphosphorsiure und Adenosindiphosphor- 
siure zugeschrieben wurde. In der vorliegenden, auf Veranlassung 
von Herrn Prof. Embden ausgefiihrten Arbeit sollte untersucht 
werden, ob neben dem als Adenosintriphosphorsiéure gebundenen 
Adeninnucleotid auch freie Adenylsiure in der Brustmuskulatur 
von Taube und Hahn vorkommt, und fernerhin war festzustellen, 
ob in der Skelettmuskulatur ebenso wie im Herzmuskel die Adenyl- 
siure noch in anderer Bindung vorhanden ist. Die Versuche 
wurden deshalb an der Brustmuskulatur der Taube und des Hahns 
ausgefiihrt, weil G. Lyding*) vor etwa 10 Jahren gerade a 
diesen Muskeln erhebliche Unterschiede im Gehalt an verschiedenen 
Phosphorsiaurefraktionen aufgefunden hatte. 


1) Embden, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 44, 50 (1932). 
*) Diese Z. 118, 223 (1921). 
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Freie Adenylsiure kann auf 2 Wegen quantitativ erfaBt werden. 
Eine nach den Vorschriften von G. Schmidt!) aus Kaninchenmuskulatur 
hergestellte Desamidaselésung besitzt die Fahigkeit von allen untersuchten 
Substanzen lediglich Adenosin, Adenylsiure und Adenosintriphosphorsdure 
zu desaminieren. Von ihnen kommen nur die beiden letztgenannten in der 
Muskulatur vor. Die Wirkung der Fermentlésung auf die Adenosintriphos- 
phorsiiure beruht nach noch unverdffentlichten Untersuchungen von U. S. 
von Euler darauf, daB sie auBer der Desamidase auch eine Phosphatase 
enthiélt, durch deren Wirkung aus der Adenosintriphosphorsiure vor ihrer 
Desaminierung anscheinend die Pyrophosphorsiure als Orthophosphorsidure 
abgespalten wird, so daB auch die Desaminierung der Adenosintriphosphor- 
siure tatsichlich in Form der freien Adenylsiure erfolgt. Die Phosphatase 
liBt sich nach G. Schmidt der Fermentlésung durch Adsorption mit Ton- 
erde C, entziehen, wihrend die Desamidase, die gleichfalls adsorbiert wird, 
aus dem Adsorbat mit sekundirer Natriumphosphatlésung eluiert werden kann. 

Zur Ermittlung des Gehaltes an Adenylsiure und Adenylpyrophosphor- 
siure bietet sich aber auch noch ein zweiter, chemischer Weg der Be- 
stimmung. Die Anwendung der eben erwihnten Fermentlésung bzw. der 
Elution hat, wie vorweggenommen werden soll, in der vorliegenden Unter- 
suchung in Ubereinstimmung mit Versuchen, die von Kerr’) an Frosch- 
muskeln, von G. Embden und M. Esliacke (unveréffentlichte Versuche) 
an Kaninchenmuskeln durchgefiihrt wurden, zu dem Ergebnis gefiihrt, da8 
die Muskulatur keine freie Adenylsiiure und damit auch keine freie Pyro- 
phosphorsiure enthalt. Wenn das der Fall ist, muB die durch kurzdauernde 
Hydrolyse in n/1-Salzsiure abgespaltene Phosphorsiiure dem Gehalt an 
Adenosintriphosphorsiure iquivalent sein. Ferner kann der Gehalt an Ge- 
samtadenylsdiure bestimmt werden: die mit verdiinnter Siure aus der Musku- 
latur extrahierbare Phosphatfraktion (gesamte lésliche Phosphorsiure) setzt 
sich zusammen aus 0-, Phosphokreatin-, Pyro-, Lactacidogen- und Adenosin- 
phosphorsiiure. Die nach kurzdauernder Hydrolyse in Salzsiure bestimmte 
Phosphorsaurefraktion enthiilt die freie o-Phosphorsdure, die Phosphokreatin- 
sowie die Pyrophosphorsiure. Addiert man zu diesem Wert die gesondert 
zu bestimmende Lactacidogenphosphorsiure und zieht diese Summe von 
dem Gehalt an léslicher Phosphorsiure ab, so mu8 sich die Adenosinphos- 
phorsiure ergeben. In der vorliegenden Untersuchung ist die Adenylsiure 
sowohl auf fermentativem wie auf chemischem Wege ermittelt worden. 


Methodisches. 


Die Desamidaselésung wird aus Kaninchenmuskulatur hergestellt’). 
Nachdem der Muskelbrei mehrmals mit 0,85°/,iger NaCl-Lésung extrahiert 
worden ist, wird er in 2°/,iger Natriumbicarbonatlésung aufgenommen, 
1 Stunde geschiittelt, und dann nach dem Vorgehen von M. Lehnartz (un- 
ver6ffentlichte Versuche) die Aufschwemmung solange mit einer Pufferlésung 
vom py 3,4, die aus 45 ccm Citratgemisch (Sdrensenscher Stammlésung 
= 21,008 g Citronensiure und 200 ccm normaler Natronlauge auf 1 Liter) 
und 55 eem n/10-Salzsiure besteht, versetzt, bis blaues Lackmuspapier einen 


1) Diese Z. 179, 256 ff. (1928). *) Diese Z. 210, 181 (1932). 
5) G. Schmidt, Diese Z. 179, 256 (1928), 
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eben sichtbaren rétlichen Schimmer zeigt; dazu sind etwa 60 ccm notwendig, 
Jetzt wird durch ein groBes Faltenfilter filtriert, wobei der Inhalt des Filters 
und der Boden des GefiBes mit Toluol bedeckt sind. Dieses Filtrat wird 
im folgenden als B-Extrakt bezeichnet; seine fermentative Wirksamkcit 
wird jeweils an bekannten Lésungen von Adenylsiure und Adenosintriphos- 
phorsiure gepriift. 

Die Herstellung einer phosphatasefreien Fermentlésung, die nur noch 
freie Adenylsiure, nicht aber Adenosintriphosphorsiure desaminiert, erfolgt 
nach den Angaben von G. Schmidt und deren Modifikation durch 
M. Lehnartz (unveréffentlichte Versuche) in der Weise, daB 80 ccm des 
frisch bereiteten B-Extraktes mit einigen Tropfen 10°/,iger Essigsiure ver- 
setzt werden, bis die Flissigkeit auf blauem Lackmuspapier einen sofort 
verschwindenden roten Schimmer zeigt. Dann wird 3 Minuten evakuiert 
und damit ein groBer Teil der gelésten Kohlensiure abgesaugt, erneut mit 
10°/,iger Essigsiure neutralisiert, unter Schiitteln 16 ccm Tonerdesuspension C, 
zugetropft und zentrifugiert. Das Adsorbat wird mit etwa 10 ccm destillierten 
Wassers auf der Zentrifuge gewaschen und dann in 35 cem heiB gesittigter 
sekundirer Natriumphosphatlésung aufgeriihrt und 30 Minuten stehen ge- 
lassen. Es wird abzentrifugiert und die iiberstehende Lésung, welche dic 
Adenylsiuredesamidase enthilt, mit 10°/, iger Essigsiure schwach angesiuert. 
Nach Auffiillen auf 50 cem wird die Wirksamkeit der Elution an bekannten 
Lésungen von Adenylsiure und Adenosintriphosphorsiure gepriift. 

Die fermentative Bestimmung der Adenylsiiure und ihrer Verbindungen 
wurde am Muskelbrei oder an dessen Trichloressigsiureextrakt ausgefiihrt. 

Der Gang des Versuches war folgender: Zur Entnahme der Muskulatur 
wurde die Brust der Tiere in méglichst groBer Ausdehnung von Federn 
befreit. Da hierbei Abwehrbewegungen auftraten, wurden die Tiere danach 
1—2 Minuten in Ruhe gelassen. Sofort nach der Tétung durch Dekapitation 
wurden, ohne auf vollstiindiges Ausbluten zu warten, die Mm. pectorales 
so abpripariert, daB der Schnitt durch den Plexus brachialis zuletzt gefiihrt 
wurde. Die beiden Brustmuskelstiicke wurden nach sorgfiltiger Siiuberung 
von Blut gleichzeitig in fliissige Luft versenkt. Von der Totung bis zum 
Untertauchen der Muskeln in fliissige Luft vergingen meist 1'/,—2, aller- 
héchstens 3 Minuten (in den ersten Versuchen). Die Muskelstiicke wurden 
in fliissiger Luft fein zerkleinert. In den meisten Versuchen wurden die 
einzelnen Ansitze von vornherein doppelt angesetzt. Jedoch sind in den 
Tabellen aus Griinden der Raumersparnis nur die Mittelwerte der im all- 
gemeinen gut iibereinstimmenden Doppelbestimmungen angefihrt. 

An analytisch gewogenen Anteilen des Muskelpulvers wurden folgende 
Ammoniakbestimmungen’) ausgefiihrt: 


1. A (Anfangswert) 4. K (Kontrollwert) 
2. F (Fermentwert) 5. B (Expositionswert) 
3. E (Elutionswert) 


AuBer im B-Ansatz wird das Muskelpulver (bei A und K etwa 2g, 
bei E und F etwa 1g) in 10 cem 2,7°/, ige HCl eingewogen. Nach 
20—25 Minuten langem Stehen bei salzsaurer Reaktion (zur Abtétung der 
Muskelfermente) wird der Ansatz A in den Destillationskolben iibergespiilt 





1) Embden, Carstensen u. Schumacher, Diese Z. 179, 190 ff. (1928). 
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und nach Zusatz von 20cem 4°/,iger Natriumbicarbonatlésung sein Ammoniak- 
gehalt ermittelt. Die Ansitze F, E und K erhalten zur gleichen Zeit einen 
Zusatz von je 20cem 4°/,iger Natriumbicarbonatlésung und auBerdem F 
einen Zusatz von 5ccm B-Extrakt, E von 5 ccm Phosphatelution und K 
yon 5 ccm Wasser. Die Ansiitze werden dann 2 Stunden bei 37° unter 
dauerndem Schiitteln exponiert, dann mit 5 ccm 2,7°/, iger HCl versetzt und 
ihr Ammoniakgehalt bestimmt. 


Der B-Ansatz dient zur Bestimmung der Ammoniakbildungsfihigkeit 
des Muskelbreis. 0,5—0,8 g des Muskelpulvers werden mit einem Gemisch 
yon 5 cem 2,7°/,iger HCl und 10 cem 4°/, iger Natriumbicarbonatlésung 
versetzt, 3 Stunden im Wasserbad von 37° exponiert und nach Zusatz von 
5cem 2,7°/,iger HCl ebenfalls der Ammoniakgehalt ermittelt (B-Wert). 


Der F-Wert gibt die Summe des A-Ammoniaks und die fermentativ 
aus Adenylsiiure und Adenosintriphosporsiure abspaltbare Ammoniakmenge, 
der E-Wert die Summe von A und dem aus freier Adenylsiure fermentativ 
freigesetaten Ammoniak. Der K-Wert soll zeigen, da8 durch die Vor- 
behandlung mit Salzsiiure die muskeleigenen Fermente tatsichlich abgetitet 
werden, sollte also die gleiche Héhe wie der A-Wert haben. 


Bei den in den Tabellen enthaltenen E- und F-Werten ist natiirlich 
der NH,-Leerwert der Fermentlésungen in Abzug gebracht. 


Der A-Wert ist in allen anderen Werten mitenthalten, so daB die 
Differenz (B-A) die bei kurzdauernder Exposition auftretende Ammoniak- 
bildung ergibt. Diese ist nach friiheren Versuchen von Embden und 
Schmidt?) wenigstens fiir den Froschmuskel dem Gesamtgehalt an Adeny]- 
siure diquivalent. Da (F-A) ebenfalls dem Gesamtgehalt an Adenylsdure 
entspricht, sollte es mit (B-A) identisch sein. Wie weiter unten gezeigt 
wird, trifft dies jedoch nicht immer zu. (E-A) gibt den Gehalt an freier 
Adenylsiure an. 


AuBer an der in Salzsiure suspendierten Muskulatur wurden in allen 
spiteren Versuchen Ammoniakbestimmungen auch an Trichloressigsiure- 
extrakten ausgefiihrt. Mehrere Gramm Muskelpulver wurden mit der fiinf- 
fachen Menge 5°/,iger Trichloressigsiurelésung versetzt und die GefiBe 


' nach der Riickwigung 41/,—5 Stunden im Eisschrank aufbewahrt. Nach 


Filtration durch WeiBbandfilter wurden jeweils 5 ccm des Filtrats mit soviel 


4°/,iger Natriumbicarbonatlésung versetzt, daB sie den gleichen Siuregrad 
 aufwiesen, wie ein Gemisch aus 5 ccm 2,7°/, iger HC] und 10 cem 4°), iger 


NaHCO,-Lésung, was durch Farbvergleich der mit Bromthymolblau ver- 
setzten Lésungen festgestellt wurde. In den neutralisierten Filtratanteilen 


| wurden der A-Wert, sowie nach entsprechender Exposition der F- bzw. der 
_ E-Wert ermittelt. Ein weiterer Filtratanteil wurde nach Neutralisation mit 
deem H,O exponiert und diente als Kontrolle. Die Wirksamkeit des B- 


Extraktes und der Phosphatelution wurde in der Weise gepriift, daB 5 cem 
des Trichloressigsiureextrakts zunichst mit NaHCO, neutralisiert und dann 
mit je 2cem 0,1°/,iger Adenylsiurelésung bzw. 0,157°/, iger Adenosin- 
triphosphorsiurelésung sowie mit B-Extrakt oder Elution versetzt und dann 


| 3Stunden bei 37° exponiert wurden. 


') Diese Z. 186, 210 (1929). 
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AuBer den verschiedenen Ammoniakfraktionen wurde der Gehalt an 
o-Phosphorsiure (einschlieBlich der als Phosphokreatin gebundenen), die 
Pyrophosphorsiure, das Lactacidogen, die gesamte lésliche sowie die Gesamt- 
phosphorsiure in iiblicher Weise bestimmt’). 

In den Versuchen 11—19 wurden auch Lactacidogenbestimmungen 
vorgenommen. Hierbei wurde die — in noch nicht veréffentlichten Versuchen — 
von Jost modifizierte Methode von Embden und Jost?) angewandt. Einige 
Kubikzentimeter des zur Phosphorsiurebestimmung hergestellten Muskel- 
extraktes werden unter Zusatz von 1 Tropfen Bromthymolblau vorsichtig 
unter Vermeidung eines Uberschusses bis zur eben auftretenden Blauf dirbung 
mit Magnesia usta versetzt. Die weitere Behandlung entsprach dem von 
Embden und Jost beschriebenen Vorgehen mit der alleinigen Ausnahme, 
daB die Neutralisation der zur Auflésung des Magnesiumniederschlages 
verwandten n/10-HCl nicht mit n/10-Soda, sondern mit n/10-NaOH erfolgte. 


Versuchsergebnisse. 


In der Tab. I sind die Ergebnisse der Ammoniakbestimmungen 
zusammengestellt. Spalte 2 enthalt die Anfangswerte unmittelbar 
nach der Tétung des Tieres. Sie liegen etwa zwischen 3 und 
8 mg-°/, NH,, also im Vergleich zu den Ruhewerten des Frosch- 
muskels recht hoch. Die héheren Werte der ersten Versuche be- 
ruben wohl auf noch nicht ausreichender Beherrschung der Metho- 
dik. Mit den A-Werten stimmen die K-Werte meist gut iiberein: 
in einigen Fallen hat dagegen im Ansatz K aus nicht ersicht- 
lichen Griinden eine deutliche Ammoniakbildung stattgefunden. 

In den Versuchen 1—4 besteht der Unterschied in der Be- 
handlung der beiderseitigen Muskeln darin, daB die Muskulatur 
der rechten Seite sofort verarbeitet wurde, die der linken dagegen 
erst nach bis zu 4tagigem Aufbewabhren in fliissiger Luft. A- und 
B-Werte stimmen in den am gleichen Tier vorgenommenen Ver- 
suchen im allgemeinen gut iiberein; gréfere Abweichungen bestehen 
dagegen in den Ergebnissen der Fermentversuche (F), und zwar 
hat stets der in fliissiger Luft aufbewahrte Muskel den geringeren 
Ammoniakgehalt. Bei der Ermittlung der beiden F-Werte des 
gleichen Versuches wurde stets die gleiche Fermentlésung ver- 
wandt. 

Bevor auf diese Differenz naher eingegangen wird, sollen je- 
doch die Ergebnisse der B- und F-Ansitze in den anderen Ver- 
suchen besprochen werden. Spalte 7 und 8 geben die Ditle- 
renzen (B—A) und (F—A) wieder, also die bei Exposition in Bi- 





1) E. Lehnartz, Diese Z. 184, 1 (1929) sowie Embden, Hefter tu. 
M. Lehnartz, Diese Z. 187, 53 (1930). 
*) Diese Z. 179, 31 (1928). 
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i Tabelle LI. 
neg mg-°/, Ammoniak im Brustmuskel. 

a 1 PSE S LT 46 LOL TT 81 & | 20 1 
ica ‘ Differenz 
| Versuch 7 . 
nige &f a E-A als | zwisch. (B-A) 
Ce A] B F | E | K |B-A] F-A]E-A] mg_ |u.(F-A)in®, 
htg - Datum H,PO, | des gréBeren 
yung | a Ee ; Wertes 
von i Pe ae 2 

ime, Taube. 
ages JF Rechts 5.3.31 /8,01/22,27] 21,89] — | 8,48]14,26] 13,88] — | — 2,7 
let. Links 9.8.81 8,00]21,40] 18,77] — | 9,98]13,40] 10,77] — | — 19,8 
| Rechts 11.3. 31 |4,26]18,37] 17,76] — | 4,96]14,11] 13,50] — | — 4,3 
Links 13.3.31|5,06]17,77] 16,56) — | 6,22/12,71] 11,50) — | — 96 
3Rechts 16.3.31 | 2,34| 18,50] 18,96] — | 4,34/16,16] 16,62] — | - 2,8 
gen fp, Links 17.3.81 |2,86]19,28] 17,57) — | 2,58]16,92) 15,21) — | — 10,1 
fhe ; a ie per 21,30] 22,62] — |10,48]13,88] 15,20] — — 8,7 
] inks 20.38.31 |5,82] 22,04] 19,16] — 7,69]16,22] 13,34 | — — 17,7 
und 7 12.8.81 | 7,60] 21,55] 18,25] — | 8,11]13,95 aa1—.1 — 23.6 
ws. 8 15.8.8 1p 31,65 20,00} — | 7,66]14,12] 12,47] — | — 11,7 
’ 9.3. 3% 18,80] 16,46] 7,45] 4,85]15,29] 12,95 | 3,94] 22,7 15,3 
’ ) ’ v 
bee © in. tetene— bese — 1irtsi.— | — eg 
tho. 2 15.83.32 | 5,66]18,43] 16,57 110,08] 6,99]12,77] 10,91 | 4,42] 25,3 13,9 
ein; By — ge i ies 11,54 — | — | 10,02] 5,91| 34,1 ase 
’ at 21.3. 8,41] 7,77] 3,83])16,10] 15,28 | 4,64] 26,7 Dy 1 
’ ’ ’ ’ ’ ’ ) ’ ’ yy 
cht- & 5,30] — |15,50] 5,43] 5,25] — | 10,20] 0,13] 0,8 pe 
den, |! 1.4.82/8,90]18,62] 17,46 | 6,40] 3,79]14,72 13,56 | 2,50] 14.4 7,9 
. 15,24) — 341 5,48] — | — 112,10] 0,24] = 1,4 pai 
Be- & 12.4.32]3,15] 18,79] 16,02 110,15] 3,35]15,64| 12,87] 7,06} 40,4 17,7 
atur | 3,72] — |16,07] 3,66] 4,04) — | 12,35] 0,06 0,3 —_ 
oo is 9.8.32 [4,00] 17,82[(13,55)] 6,87] 3,71113,82] (9,55)| 2,87] 13,7 (28) 
nA 5,00] — | (9,16)] 7,59] 5,44] — | (4,16)] 2,89] 16,7 — 
Ver- Hahn. 
shen : re “ee gee reso — | 2,88]15,65] 12,41] — “4 20,7 
ar : 8.4 . 67 , — 4,83119,51] 17,56 | — — 10 
mo os 19.8.31 }2,33]16,47/16,29] — | 211114,14/ 1396, — | — 1,3 
eren [10 21.8.31]4,57]/20,15] 17,34] — | 4,63]15,58] 12,77) — | — 14 
des 18.5.32 3,61] 21,51] 18,74] 6,87] 3,50]17,90] 15,13 | 3,26] 19,3 15,5 
ver= 7 3,45] — | 16,85] 5,22] 3,90] — | 13,40] 1,77] 10,2 rim 
‘ 21.5.32 |4,33]19,43] 16,68} 7,01] 4,50/15,10] 12,35 | 2,68] 15,4 19 
m . 4,21] — |15,55] 4,43] 4,45] — | 11,34] 0,22] 1,2 - 
jie 16.8.32|5,50] 19,04] 16,25] 6,75] 5,40]13,54] 10,75 | 1,25] 7,2 20,6 
a. 4,77] — | 15,27] 4,69] 5,37] — | 10,50 |-0,08| -0,4 — 
i ffe- A = Anfangswert. 
Bi- B = nach Exposition in NaHCO,-Lésung bei 37°. 
F = nach Exposition mit dem Fermentextrakt B. 
YU. E = nach Exposition mit der Fermentelution. 


K = Kontrollwert. 
Die kursiv gedruckten Zahlen gelten fiir die Trichloressigsiureextrakte. 
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carbonatlésung und die im Fermentversuch freiwerdenden Ammo- 
niakmengen. Nach friiheren Versuchen von Embden und 
G. Schmidt?) erhailt man unter diesen Bedingungen am Frosch- 
muskel identische Werte, so da8 geschlossen wurde, daB die im 
B-Versuch freiwerdende Ammoniakmenge der vorhandenen Adenyl- 
siure entspricht. In den ersten Horizontalreihen der Versuche 1 
bis 4 sowie in den weiteren 8 an der Taube durchgefiihrten Ver- 
suchen iiberschreitet die Differenz der Werte (B—A) und (F—A) 
nur 2mal 20°/,. (Der F-Wert und damit auch der (F—A)-Wert 
im Versuch 18 ist dabei, wie weiter unten mitgeteilt wird, mit 
Sicherheit wesentlich zu niedrig.) Da nach den Versuchen von 
Embden und Schmidt anzunehmen ist, daB unter den B-Bedin- 
gungen nur die aus Adenylsiure abspaltbare Ammoniakmenge in 
Freiheit gesetzt wird, diirfte diese Differenz, die zudem stets 
darauf zuriickzufiihren ist, daB der (K—A)-Wert kleiner ist?) als 
der Wert (B—A), wenigstens teilweise auf einer unvollstindigen 
Wirkung des Fermentes oder aber darauf beruhen, da8 in der 
Gefliigelmuskulatur im B-Versuch auch noch Ammoniak aus ande- 
ren Quellen als aus Adenylsiure in Freiheit gesetzt wird. Fiir 
die erst erwihnte Méglichkeit sprechen die in den zweiten Hori- 
zontalreihen der Versuche 1—4 angefiihrten Zahlen. Wahrend 
die B-Werte in allen Fallen im sofort oder im spiter unter- 
suchten Material ausgezeichnet iibereinstimmen, ist der F-Wert 
in der linger aufbewahrten Muskulatur stets wesentlich niedriger 
als in den sofort verarbeiteten Ansitzen. Es ist, da zu beiden 
Ansatzen die gleiche Fermentlésung zugesetzt wurde, anzunehmen, 
daB die Wirksamkeit des Fermentes bei lingerem Stehen nach- 
l4Bt. Jedoch liegt fiir die friiheren Versuche eine experimentelle 
Bestitigung dieser Annahme nicht vor. Hine starke Herabminde- 
rung der Wirksamkeit der Fermentliésung zeigte sich aber in 
Versuch 18, in dem der Unterschied zwischen (B—A) und (F—A) 
besonders groB ist. Wegen ihrer Unzuverlissigkeit sind daher 
hier die Werte F und (F—A) eingeklammert. 

In den Versuchen 11—15 sowie 18 wurde auch der Elutions- 
wert ermittelt. Bei Einwirkung der Elution auf die Muskulatur 
findet stets eine, unter Umstanden erhebliche, Zunahme des Ammo- 
niaks statt (Spalte 9). Wie vorn erértert, wird im E-Versuch 





1) Diese Z. 186, 210 (1929). 


2) Versuch 4, rechts, bildet scheinbar eine Ausnahme; doch ist hier 
wahrscheinlich (B-A) weniger zuverlissig, da er in 4, links, bedeutend 


hoher liegt. 
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Ammoniak nur aus freier Adenylsiure abgespalten. Diese Ammo- 
niakbildung scheint also anzuzeigen, daB ein — oft nicht unerheb- 
licher —- Teil der Adenylsiure in freier Form im Muskel ent- 
halten ist. An spiterer Stelle wird jedoch gezeigt, daB dieser 
SchluB wahrscheinlich unzutreffend ist. 


Tabelle II. 


mg-°/, Phosphorsiiure im Brustmuskel. 








: 


9 





























aoe 2s oe © Fo 4 
om Lact- | i aie %, 
ns A Hy — Pyro-| acido- sso es rg Trock.- 
Nr. Fue gen dsliche | samte est- |ounstanz 
Taube. 
1 Re. | 272,7 | 325,9 631 — 641,0 | 9021], — 29,70 
Li. | 259,8] 3220 | 62,2) — 631,9 | 923.3] — 29,76 
2Re.| 317,8] 4035 | 85,7) — 681,3 | 9664) — 27,45 
Li. | 301,5 | 382,4 oot — 643,9 | 917,5| — 27,79 
8Re.}] — | 4221 ie ne 630,0 | 873,4] — 28,97 
Li. | 3262] 397,9 | 71,7] — 607,6 | 9015] — 28,75 
4Re. | 271,2] 365,2 | 941) — 628,7 |1020,0) — 28,68 
Li. | 298,3 ] 389,0 90,8) — 681,5 | 991,3) — 28,63 
7 284,2| 352,4 683} — 678,4 | 9903] — 28,08 
8 296,1| 353,1 ar 703,2 | 8958} — 28,43 
1 08,6} 396,9 | 883] 74,5 | 650,9 | 937,6] 180,5 | 26,61 
12 85,7] 471,0 | 85,3] 77,1 | 685,3 | 987,1] 137,3 | 26,24 
13 315,2] 4204 | 1052] 82,9 | 691,1 | 9364] 187,8 | 29,49 
14 302,8 | 381,7 78,9] 123,9 | 684,1 | 970,1] 1774 | 28,32 
15 309,8 | 407,1 97,3] 106,7 | 654,1 | 947,71] 140,5 | 27,83 
18 296,7| 394,5*) | 1031] 980 | 669,8 | 920,8] 177,4 | 27,69 
Hahn 
5 360,4] 468,0 |107,6] — 649,2 | 747.1] — 25,58 
F 397,6| 489,6 | 920] — 179,2 | 765.2) — 23,738 
f 387,7 | 484,5 968) — 789,9 | 8140) — 24,62 
10 340,38 | 488,1 97,8) — 160,1 | 757,7) — 25,138 
16 319.4] 492.9*) | 173,6] 110,4 | 699,4 | 7983] 96,1 | 25,12 
17 368,4| 482,6*) | 123,4] 82,7 | 715,2 | 785,4] 149,9 | 24,89 
19 428,0 | 530,5*) | 102,6] 79,4 | 781,2 | 816,4] 171,83 | 25,18 











*) 8 Minuten Hydrolyse. 

















Im unteren Teil der Tab. I sind die im Brustmuskel des 
Hahns durchgefiihrten Versuche wiedergegeben. 


Die Uberein- 


stimmung der Werte (B—A) und (F—A) ist mit Ausnahme des 
Versuches 9 wesentlich schlechter als in den Taubenversuchen. 
Ob diese Differenzen nur auf einer schlechteren Wirksamkeit der 
Fermentlésungen beruhen oder ob die Muskulatur des Hahns in 
groBerem Umfang Substanzen enthilt, die nur unter den Bedin- 
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gungen des B-Versuchs, nicht aber im F-Versuch Ammoniak 
bilden, kann ohne weitere Versuche nicht entschieden werden, 
In den Versuchen 16, 17 und 19 wurde auch der Elutionswert 
bestimmt; ebenso wie in den ‘T'aubenversuchen erfolgte eine 
geringe Ammoniakbildung, jedoch sollen diese Werte ebenfalls 
erst spiiter erértert werden. 

Ks sei zunichst auf die Ergebnisse der Bestimmung der ver- 
schiedenen Phosphatfraktionen eingegangen, die in Tab. II zu- 
sammengestellt sind. Spalte 2 gibt das direkt bestimmbare Phos- 
phat (A = 0 — + Phosphokreatinphosphorsiure), Spalte 3 die nach 
7 Minuten dauernder Hydrolyse in Salzsiure gefundenen Werte 
wieder, aus denen sich als Differenz (3—2) die Pyrophosphor- 
siure (berechnet als H,PO,) ergibt. Die als lésliche Restphosphor- 
siure bezeichnete Fraktion in Spalte 8 ergibt sich, wenn von der 
gesamten léslichen Phosphorsiure die Summe des Hydrolysen- 
wertes (Spalte 3) und der Lactacidogenphosphorsiure (Spalte 5) in 
Abzug gebracht wird (8 = 6—5—3). Unter der Voraussetzung, 
daB alle léslichen Phosphatfraktionen des Muskels bekannt sind, 
muB die lésliche Restphosphorsiiure der Summe von Adenylsiure 
und Inosinsiiure entsprechen, wie dies z. B. nach Versuchen von 
K. Lehnartz}) fiir den PreBsaft aus Kaninchenmuskulatur der 
Fall ist. 

Der Gehalt des Brustmuskels von ‘Taube und Hahn an 
Lactacidogenphosphorsiure ist in dieser Arbeit erstmalig mit 
spezifischer Methode ermittelt worden. Kin Vergleich der Werte 
in Spalte 5 der Tab. II zeigt, daB die Brustmuskeln der beiden 
Vogelarten etwa den gleichen Lactacidogengehalt haben; die Pyro- 
phosphorsiure erreicht dagegen im Hahnmuskel durchwegs hohere 
Werte als im Taubenmuskel. Der Gesamtphosphorsiuregehalt des 
Taubenmuskels iibertrifft in Ubereinstimmung mit friiheren Ver- 
suchen von Lyding?) denjenigen des Hahnmuskels recht erheblich. 
Die Differenz ist, worauf auch schon Lyding hingewiesen hat, 
lediglich auf den héheren Gehalt an unléslicher Restphosphorsiure, 
also an Phosphatidphosphorsiure, im T'aubenmuskel zuriickzufihren. 
Die lésliche Restphosphorsiure ist anscheinend bei beiden Tier- 
arten von gleicher GréBenordnung, wenn auch die geringe Zahl 
der am Hahn ausgefiihrten Versuche fiir eine abschlieBende Be- 
urteilung nicht ausreichen dirfte. Der Trockensubstanzgehalt im 
Brustmuskel der Taube ist wesentlich gréBer als in dem des Hahns. 


1) Diese Z. 184, 41ff. (1929). 2) Diese Z, 118, 240 (1921). 
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Es ist auf 8.65 darauf hingewiesen worden, daB die Muskulatur 


| miglicherweise freie Adenylsiure enthilt. Wenn man jedoch die 


Elution nicht, wie in den bisher besprochenen Versuchen, direkt 
auf das durch Verbringen in 2,7°/,ige Salzsiure abgetétete Muskel- 
pulver unter geeigneten Reaktionsbedingungen einwirken 1abBt, 
sondern mit Trichloressigsiure extrahiert, zu dem neutralisierten 
Trichloressigsiureextrakt die Elution hinzufiigt und in gewohnter 
Weise exponiert, so erhilt man ein véllig abweichendes Ergebnis. 
In Tab.I geben die kursiv gedruckten Zahlen die Ergebnisse der- 
jenigen Bestimmungen wieder, die an den ‘Trichloressigsiure- 
extrakten durchgefiihrt wurden. Die Spalte 8 zeigt, daB die ge- 
fundenen Werte fiir (F—A) mit Ausnahme der Versuche 13 und 18 
den am Muskelbrei direkt gefundenen véllig entsprechen. (Ks ist 
bereits darauf hingewiesen, daB der F-Wert in Versuch 18 nicht 
guverlassig ist.) Ganz im Gegensatz dazu wurde in der Mehrzahl 
der Versuche bei Einwirkung der Elution auf den Trichloressig- 


|  siureextrakt keine die Fehlergrenze der Bestimmung iiberschreitende 


Zanabme des Ammoniaks iiber den A-Wert hinaus beobachtet, nur 
in Versuch 12 ergab sich ein Wert fiir E—A, der den am Muskel- 
brei direkt ermittelten sogar noch iibertrifft. Die Ursachen hierfiir 
sind unklar, vielleicht aber darin zu erblicken, daB dies der erste 
in dieser Weise durchgefiihrte Versuch ist und deshalb die Methodik 


- noch unvollkommen war. Die Vermehrung des Ammoniaks in den 


Versuchen 16 und 18 ist demgegeniiber nur geringfiigig. 

Der Ausfall der Elutionsversuche an den Trichloressigsiiure- 
extrakten ist schwer zu deuten. Da zu einem mit Elution ver- 
setzten ‘Trichloressigsiureextrakt hinzugefiigte Adenylsiure prak- 
tisch vollkommen desaminiert wird, kann es sich nicht um eine 
Hemmung der Elution durch trichloressiz;saure Salze handeln. 
Man kénnte ferner annehmen, da8 sich in dem mit Salzsiure 
versetzten Muskelbrei wahrend des Aufbewahrens Verinderungen 
vollzichen, als deren Folge Adenylsiiure aus héherer Bindung 
(z. B, aus Adenosintriphosphorsiure) abgespalten wird und nunmehr 
als freie Adenylsiure bestimmt wird. Welcher Art diese Ver- 
inderungen sind, ist nur zu vermuten. Am niichsten liegt die 
Annahme einer Dephosphorylierung der Adenylpyrophosphorsiure 
zu Adenylsiure. Ob diese durch die saure Reaktion an sich 
zustande kommt oder ob die Abtétung der Adenylpyrophosphatase 
des Muskels durch die Salzsiiure so langsam vor sich geht, dab 
in gewissem Umfange freie Adenylsiiure entsteht, kann vorliiufig 
nicht entschieden werden. Immerhin fand bei Zusatz von Salz- 
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siure zu Adenylpyrophosphorsiurelésungen ein solcher Zerfal| 
nicht statt. Fiir die Entscheidung der Frage aber, ob der Muske| 
freie Adenylsiure enthalt, diirfte jedenfalls der Ausfall der Ver. 
suche mit Zusatz von Elution zu den Trichloressigsiureextrakten 
von gréferer Bedeutung sein als die Ermittlung der Elutionswerte 
an der in Salzsiure abgetéteten Muskulatur. Es ergibt sich aus 
ihnen, daB in der frischen Muskulatur freie Adenylsiure hichstens 
in Spuren vorhanden sein kann. Dies an der Vogelmuskulatur 
gewonnene Ergebnis steht in bestem Einklang mit den Befunden, 
die von verschiedenen Autoren an der Muskulatur anderer Tiere 
erhoben worden sind. So haben Kerr’) in der Frosch- und 
M. Lehnartz in noch nicht veréfientlichten Untersuchungen in 
der Kaninchenmuskulatur freie Adenylsiure ebenfalls héchstens 
in Spuren nachweisen kénnen. 

Aus den mitgeteilten Analysenwerten ergibt sich weiter, da 
in der Vogelmuskulatur die Adenylsiure nicht nur in Bindung 
an Pyrophosphorsiure, sondern auch noch in anderer Form vor. 
kommen muB. Das bei Kinwirkung der Fermentlésung gebildete 
Ammoniak (F—A) kann nur aus adenylsiiureartigen Verbindungen 
stammen. Aus diesem Ammoniakwert laBt sich das Phosphor. 
siureiquivalent des Gesamtvorkommens an Adenylsiure berechnen:; 
dieser Wert sollte, wenn Adenylsiure nur in Bindung an Pyro- 
phosphorsiure vorkommt, identisch sein mit der Hilfte des ge- 
fundenen Pyrophosphorsiurewertes (berechnet als o-Phosphorsiiure), 
Die Spalten 2 und 3 der Tab. III geben die auf beiden Wegen 
errechnete Phosphorsiiure aus Adenylsiure wieder. In Versuch 18 
wurde der Berechnung der Ammoniakwert (B—A) zugrunde gelegt, 
da (F—A) wie schon erwiihnt, zu niedrig gefunden wurde. In allen 
Versuchen ist die Adenylsiuremenge, die sich aus der Ferment: 
bestimmung ergibt, gréBer als die aus der Pyrophosphorsiiure- 
bestimmung ermittelte. Die Differenzen gehen deutlich aus Spalte 5 
hervor, in welcher diejenige Adenylsiuremenge, die an Pyro- 
phosphorsaiure gebunden ist, zu der gesamten vorhandenen in Be- 
ziehung gesetzt ist. Es kann danach die Muskulatur bis zum 
3fachen derjenigen Adenylsiuremenge enthalten, die an Pyro- 
phosphorsiiure gebunden sein kann. Die geringen Mengen freier 
Adenylsiure, die nach Tab. I (Spalte 10, kursive Zahlen) etwa i 
der Muskulatur vorkommen kinnten, reichen nicht aus, das be- 
stehende Defizit auch nur annihernd zu decken. 


1) Diese Z. 210, 181 (1932). 
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Tabelle III. 















































ci. Oe ee ae ae 

Adenylsiiure-H,PO, berechnet aus Lésliche . 
Vers. | — , . 
Nr, |Ammoniak-| Pyrophos- |Ammoniak- a8 Restphos a 
wert F—A | phorsiure | wert F phorsiiure 
Taube. 
1 80,0 | 26,6 126,2 1: 3,0 — — 
62,0 | 81,1 | 108,2 1:20 — — 
2 17,8 | 428 | 1024 1:1,8 _ _ 
66,3 | 40,5 | 95,5 1:1,6 ~ on 
3 95,4 | — | 109,3 — _ — 
87,7 | 35,8 | 101,8 1:2,5 ~ — 
4 87,6 | 47,0 | 180,1 1:1,9 — a 
76,9 | 45,4 | 110,5 1:1,7 _ — 
7 614 | 84,1 | 105,2 1:1,8 on _ 
. 71,8 | 285 | 1158 1:2,5 seis = 
il “7 | 2 | 8 1:1,7 180,5 1,9 
12 63,0 | 426 95,5 1:1,5 137,38 1,4 
13 88,0 52,6 |  106,0 1:1,7 187,8 1,8 
14 7182 | 394 | 1008 1: 2,0 177,4 1,7 
15 142 | 486 | 924 1:1,5 140,5 1,5 
18 19,7 | 51,5 | 102,9 1:1,5 177,4 1,7 
Hahn. 

5 71,6 58,8 17,6 1:1,8 — ~ 
6 | 101,2 46,0 118,7 1:2,2 — _ 
9 80,5 48,4 93,9 1:1,7 — — 
10 78,6 48,9 100,0 1:1,5 — — 
16 87,1 86,8 108,0 1:1,0 96,1 0,9 
17 71,2 61,7 96,1 1:1,2 149,9 1,5 
19 620 | 51,8 98,6 1:1,2 171,38 1,8 

















Kin Hinweis auf die Natur des nicht an Pyrophosphorsiure 


_gebundenen Teils der Adenylsiure ergibt sich durch einen Ver- 
gleich der durch chemische Bestimmung gefundenen Adenylsiure 
mit der auf fermentativem Wege ermittelten. Es ist bereits er- 
Wihnt worden, daB die Fraktion der ,,léslichen Restphosphor- 
Siure“ mit der Phosphorsiiure aus Adenylséure und Inosinsiure 
iibereinstimmen muB, wenn der Muskel nicht noch andere, bisher 
‘unbekannte Phosphorverbindungen enthilt. Der Wert der léslichen 
: Restphosphorsiiure sollte mit dem Phosphorsiureiquivalent des 
Fermentwertes F identisch sein, da dieser angibt, wieviel Adeny]- 
‘Sure maximal vorhanden sein kann und er auBerdem den Ammo- 
‘niak-A-Wert einschlieBt. Dieser muB aber, wenn Ammoniak nur 
‘us Adenylsiiure abgespalten wird, der bereits desaminierten, d. h. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXVI. 6 
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in Inosinsiure tibergegangenen Adenylsiure entsprechen. Spalte 4 
enthalt dementsprechend die dem Ammoniakwert F Aquivalente 
Phosphorsiuremenge. Vergleicht man diesen Phosphorsiurewer 
mit demjenigen, der durch chemische Bestimmung, also als lis. 
liche Restphosphorsiure (Spalte 6) gefunden wurde, so ist mit Aus. 
nahme des Versuches 16 die chemisch bestimmte Adenylsiuremenge 
stets gréBer als die fermentativ ermittelte, und zwar betriigt sie, 
wie das in Spalte 7 berechnete Verhiltnis chemisch : fermentatiy 
bestimmte Phosphorsiure aus Adenylsiure bzw. Inosinsiure zeigt, 
in der Mehrzahl der Versuche anniihernd das doppelte der fermen. 
tativ gefundenen. Nach den Ergebnissen dieser sowie zahlreicher 
friiherer Untersuchungen aus dem hiesigen Institut wird im Fer. 
mentversuch — eine voll wirksame Fermentlésung vorausgesetzt 
— die gesamte vorhandene Adenylsiiure desaminiert. Die an. 
gewandte Fermentlésung war zwar nicht immer voll wirksam, dic 
EinbuBe an Wirksamkeit aber iiberall so geringfiigig, daB sie den 
vorhandenen Unterschied nicht erkliirt. Wenn die chemische Be- 
stimmung also einen héheren Phosphorsiiuregehalt der Adenyl. 
siurefraktion ergibt als die fermentative, so kann das wohl nw 
durch die Annahme erklirt werden, da8 ein Teil der Adenylsiiure 
in hdéher phosphoryliertem Zustande in der Muskulatur vorkommt, 
Dieses Mehr an Phosphorsiure ist nicht Pyrophosphorsiure, (i 
es bei kurzdauernder Hydrolyse nicht als o-Phosphorsiure a)- 
gespalten wird. Das in Spalte 7 der 'Tabelle 3. berechnete Ver- 
haltnis der léslichen Restphosphorsiiure zu der aus dem Ammoniak- 
wert F errechneten Phosphorsiiure aus Adenylsiure bzw. Inosin- 
siure legt die Vermutung nahe, daB ein Teil der Adenylsiure 
noch mit einem weiteren Phosphorsiiuremolekiil verbunden ist, 
d. h. in Form von Adenosindiphosphorsiure vorkommt. Wie be- 
reits eingangs erwihnt, ist von Embden und M. Lehnartz aus 
Herzmuskulatur eine Verbindung isoliert worden, die als Dinucleo- 
tid aus Adenosintri- und Adenosindiphosphorsaure aufgefaBt wurde’. 
Und Lohmann?) hat ebenfalls im Herzmuskel eine Adenylsiure- 
verbindung aufgefunden, die von der in der Skelettmuskulatu! 
vorkommenden dadurch yerschieden ist, daB sie nur die Hiilfte 
ihrer Phosphorsiure in heiBer Siure leicht abspaltet, wahrend tie 
Adenylpyrophosphorsiure dabei */, ihrer Phosphorsiure verliert. 


') Dieser Befund ist kiirzlich yon Beattie, Milroy u. Shain [Bio 
chemic. J. 28, 84 (1934)] bestitigt worden. 
*) Naturw. 19, 180 (1931). 
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Eine Durchrechnung der mitgeteilten Analysenzahlen liefert fiir das 
Vorkommen von Adenosindiphosphorsiiure in der Vogelmuskulatur gewisse 
Anhaltspunkte. Als Unterlage dient die Tab. 1V, in die nur die Versuche 


Tabelle IV. 








2 i SS OS OE OE Be 
28!Ammo-] Ent- Pyro- Adenyl- Lésl.*) 
7] ‘ ee 
3g ‘ak | spricht | Phos: | Summe]  siure g—5 | Rest- 8 
1; phor- | 314 | -H,PO, hosph.-} 7 
S 7, A H;PO, | siure : 2 aus B-NH, fiure —6 
Taube. 
11 | 3,51 20,2 44,1 64,3 108,3 44,0 72,2 | 1,6 
12 | 5,66 | 32,6 42,6 15,2 106,2 31,0 | 31,1 | 1,0 
13 | 3,13 | 18,0 52,6 70,6 111,0 40,4 | 76,8 | 1,9 
14] 3,90 | 225 39,4 61,9 107,3 45,4 70,1 | 1,5 
15 | 3,15 18,1 48,6 66,7 108,1 41,4 | 324 | 08 
18 | 4,00 23,1 51,5 78,6 102,9 24,8 14,5 | 3,2 
Hahn. 
16 | 3,61 20,8 86,8 | 107,6 123,8 22 1-212 | — 
17 | 4,33 | 249 61,7 86,6 112,0 85,4 | 37,9 | 1,1 
19 | 5,50 | 81,7 51,3 83,0 109,6 26,6 | 61,7 | 238 


























*) Aus Spalte 8 der Tab. II. 


aufgenommen sind, in denen die Restphosphorsiiure bestimmt wurde. Um 
Fehler der fermentativen Ammoniakbestimmung auszuschlieBen, die auf un- 
vollstiindiger Fermentwirkung beruhen, sind der Berechnung die Ammoniak- 
B-Werte zugrunde gelegt. Die gefundene Pyrophosphorsiure entspricht 
wahrscheinlich nicht ganz der im lebenden Muskel vorhandenen, da bei der 
Entnahme der Muskulatur eine Ammoniakbildung stattfindet; es ist an- 
zunehmen, daB im gleichen Umfange auch Pyrophosphorsiure in o-Phos- 
phorsiiure zerfallt. Es wurde schon oben darauf hingewiesen, da8 wahr- 
scheinlich die Dephosphorylierung der Adenosinpyrophosphorsiure ihrer 
Desaminierung vorangeht. Allerdings hat Lohmann’), wenn auch unter 
anderen Bedingungen, die Méglichkeit einer primiren Desaminierung der 
Adenylpyrophosphorsiiure gezeigt. Dies Verhalten scheint aber nicht die 
Regel zu sein. Die Pyrophosphorsiuremenge, die bei der Entnahme der 
Muskulatur gespalten sein kann, ist héchstens dem Ammoniak-A-Wert dqui- 
valent. Fiir die folgenden Berechnungen ist nur die als Adenylsiure bzw. 
Inosinsiiure gebundene Phosphorsiure von Bedeutung, so daB Spalte 3 der 
Tab. IV die dem Ammoniakwert A entsprechende Phosphorsiiuremenge 
wiedergibt und aus dem gleichen Grund enthilt Spalte 4 nur die Hilfte der 
Phosphorsiure aus Pyrophosphorsiure. Die Summe beider Werte (Spalte 5) 
ist also das Phosphorsiureiquivalent derjenigen Adenylsdiuremenge, die 
maximal an Pyrophosphorsiure gebunden gewesen sein kann. Spalte 6 ent- 
hilt (berechnet aus dem Ammoniak-B-Wert) die iiberhaupt als Adenylsiiure 
Vorhandene Phosphorsiure, Spalte 7 als Differenz von 6 und 5 die Adenyl- 
sdure, ausgedriickt als Phosphorsiure, die nicht als Adenylpyrophosphor- 
siure vorkommt, die Anwesenheit gréBerer Mengen freier Adenylsiure ist 


') Biochem. Z. 264, 381 (1932). 
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wie oben gezeigt auszuschlieBen. In Spalte 8 ist als Differenz der léslichen 
Restphosphorsiure und der Phosphorsiiure, die sich aus dem Ammoniak. 
B-Wert ergibt, diejenige Phosphorsiiure berechnet, die zur Bindung an freie 
Adenylsiiure noch zur Verfiigung steht. Das in Spalte 9 enthaltene Ver. 
hiltnis 8:7 zeigt, daB in den meisten Fiillen nicht nur geniigend Phosphor. 
siiure vorhanden ist, um aus der iiber die Adenylpyrophosphorsidure hinaus 
noch vorhandenen Adenylsiure Adenosindiphosphorsaure zu bilden, sondern 
daB diese Menge sogar in fast allen Versuchen iiberschritten wird. Bei der 
hier vorgenommenen Berechnung von Differenzwerten miissen sich Analysen. 
fehler natiirlich besonders auswirken, eine absolute Ubereinstimmung der 
Werte in Spalte 7 und 8 miiBte als Zufall angesehen werden. 

Diese Durchrechnung der Versuchsergebnisse liefert also eine Be- 
stitigung fiir die Vorstellung, daB ein Teil der Adenylsiure in der Brust- 
muskulatur von Taube und Hahn als Adenosindiphosphorsiiure vorkommen 
kann. Hierbei ist stillsechweigend vorausgesetzt, daB die Adenosindiphosphor- 
siure in Siure schwer hydrolysierbar ist. Versuche, eine derartige Ver. 
bindung aus der Muskulatur zu isolieren, haben bisher aber noch zu keinem 


Ergebnis gefiihrt. 
Zusammenfassung. 

1. Es wurden im Brustmuskel von Taube und Hahn Bestin- 
mungen verschiedener Ammoniak- und Phosphorsiurefraktionen 
durchgefiihrt und fiir die Ermittlung der adenylsiurehaltigen Ver- 
bindungen dieser Muskelarten ausgewertet. 

2. Beide Muskelarten zeigen in den Ammoniakfraktionen keine 
wesentlichen Unterschiede. Die Werte fiir das freie Ammoniak 
liegen im Gegensatz zu Werten, die an Frosch- und Kaninchen- 
muskeln gefunden wurden, auferordentlich hoch. Die Unter- 
schiede in den Phosphorsiurefraktionen beschriinken sich auf 
einen hédheren Gehalt des Hahnmuskels an unldslicher [est- 
phosphorsiure, also Phosphatidphosphorsiure. 

3. Freie Adenylsiure kommt in den untersuchten Muskel- 
arten nicht vor. 

4, Beim Vergleich der fermentativ bestimmbaren mit den 
aus den Pyrophosphorsiurewerten errechneten Adenylsiureverbin- 
dungen ergibt sich ein erheblicher UberschuB an fermentativ er- 
mittelter Adenylsiure. 

5. Dieser Befund veranlaBt dazu, nach Beziehungen zwischen 
der léslichen Restphosphorsiure, die wahrscheinlich der Summe 
von Adenylsiure und Inosinsiure entspricht, und dem nach Ferment- 
einwirkung vorhandenen Ammoniak zu suchen. Ks ergibt sich, dab 
etwa doppelt soviel Phosphorsiure vorhanden ist, wie der aus der 
Ammoniakbestimmung zuerrechnendenA denylsiiuremenge entspricht. 
Dieses Verhalten kann durch die Annahme gedeutet werden, dab 
die untersuchte Muskulatur Adenosindiphosphorsiure enthiilt. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber Organeiweif von Pflanzen. 
Von 
A. Kiesel, A. Belozersky, P. Agatow, N. Biwschich und M. Pawlowa. 


(Aus dem Laboratorium fir Pflanzen-Biochemie der Universitit Moskau 
und dem Laboratorium fiir Eiwei8forschung der Lenin-Akademice.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1934.) 


Die ersten Versuche der Darstellung des Blatteiweibes wurden von 
E. Winterstein angestellt'). Trotz der etwas merkwiirdig erscheinenden 
Arbeitsweise, bei der die zuvor bei 40—45° getrockneten Blatter mit Wasser 
ausgekocht und dann erst die EiweiBstoffe mit 1°/, Natronlauge ausgezogen 
wurden, fand E. Winterstein doch das nimliche Verhalten derselben, 
wie es auch spiterhin von anderen Forschern bei besserem und schonen- 
derem Verfahren angegeben wurde: die Extrahierbarkeit des 7,2—12,2°/, 
Stickstoff enthaltenden Eiwei8es war eine nur ganz minimale und der aller- 
gréBte Teil blieb trotz Anwendung der bei Darstellung von Eiweif uniiblich 
starken Natronlauge ungelést zuriick. Das Gleicbe wurde aber auch bei 
Vermeidung von heiBem Wasser beobachtet. 

Nach etwa 20 Jahren wurden die Untersuchungen der Blittereiweib- 
stoffe von T. Osborne und Wakeman und dann besonders von A. Chibnall 
neu aufgenommen®). Bei den ersten Versuchen wurden die Blatter ohne 
Trocknen zerkleinert und mit Wasser extrahiert. Weiterhin fiihrte A. Chibnall 
ein neues Verfahren ein, das ihm angeblich erlaubte, das im Zellsaft ent- 
haltene EiweiB vom eigentlichen Plasmaeiwei8 abzutrennen. Die Methode 
bestand in der Vorbehandlung der Blitter mit Ather, wodurch der Turgor 
der Zellen aufgehoben wurde, Plasmolyse eintrat und der aus dem Zell- 
innern durch das Plasma heraustretende Zellsaft bei nétigem Drucke ohne 
Zellsprengung abgepreBt werden konnte. Den beim Erwirmen des Preb- 
saftes sich abscheidenden EiweiBkérper bezeichnete Chibnall als Zellsaft- 
eiweiB, ohne jedoch dazu geniigende Griinde zu haben. Es ist nimlich kaum 
anzunehmen, da8 das im Zellsaft méglicherweise vorhandene EiweiB die 
unversehrte Plasmaschicht durchwandern kénne. Der EiweiBkérper muB 
viel eher den beim Abpressen jedenfalls doch zum Teil zertriimmerten Zellen, 
genauer gesagt, deren Plasma, entstammen. 


') Ber. dtsch. bot. Ges. 19, 326 (1901). 

*) Th. Osborne, The vegetable proteins, 1924, S. 89; Osborne and 
Wakeman, J. of biol. Chem. 42, 1 (1920); Osborne, Wakeman and 
Shryver, ebenda 49, 69 (1921); A. Chibnall and Shryver, Biochemie. J. 
15, 60 (1921); A. Chibnall, J. of biol. Chem. 55. 333 (1923); 61, 303 (1924); 
Chibnall and Nolan, ebenda 62, 173 u. 179 (1924); Chibnalland Grover, 
Biochemic. J. 20, 108 (1926); Miller and Chibnall, ebenda 26, 392 (1932); 
Davies, W. L., J. agricult. Sci. 16, 280, 293 (1926); 17, 41 (1927). 
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Der ausgepreBte Riickstand lieferte weiterhin nach Zerkleinern ung 
Zellzertriimmerung beim Behandeln mit Wasser eine Lésung, die beim An. 
siuern EiweiB ausfallen lie’. Die Ausbeute war immer nur sehr gering, 
Derartig aus verschiedenem Material dargestellte EiweiBkorper wurden eine; 
Hydrolyse unterworfen. Aus den Ergebnissen der Bestimmungen der Stick. 
stofformen wurde der SchluB gezogen, daB die sogenannten Zellsaft- und 
Plasma-EiweiBkérper verschieden seien und letztere bei verschiedenen Bliittern 
einem gemeinsamen Typus angehéren. 


Da die chemische Untersuchung des Protoplasmas eines der 
wissenschaftlichen Gebiete ist, wo mehr Vermutungen als Tat- 
sachen herrschen, so ist die Hindeutung auf die Méglichkeit einer 
niheren Untersuchung eines seiner wichtigsten Anteile hdchst 
bemerkenswert. Nun ist aber die Stellung des aus Blattern dar- 
stellbaren Eiwei®k6érpers, als eines wirklichen Protoplasmabestand. 
teils und, ganz besonders, als eines einheitlichen Kérpers, noch 
sehr in Frage zu ziehen. Jedenfalls kommen auf er dem Proto- 
plasma als EiweiBquellen noch die Chloro- und Leukoplasten in 
Betracht. 

Schon vor langerer Zeit gab A. Meyer’) an, daB die Eiweif- 
stoffe der Chloroplasten Liésungs- und Speicherungsprozessen unter- 
worfen sind. Nach den neueren Untersuchungen yon K. Mothes? 
muB dies wirklich der Fall sein. Dadurch kommt aber dem Eiweif 
der Plastiden gewissermaBen die Rolle von Reservestoffen zu. 
Wenn also diese gleichzeitig mit den Protoplasmaeiweifstoffen in 
Lésung gehen, so erhilt man ein seiner Bedeutung nacu mannig- 
faltig zusammengesetztes Gemisch. Kin Verfahren der Abtrennung 
verschiedener morphologischer Gebilde, das etwa dem Isolieren 
der Zellkerne aus Einzelzellen*) oder selbst aus Geweben tierischer 
Herkunft*) gleichkommen kénnte, ist fiir pflanzliche Objekte noch 
nicht gefunden worden, wo die starre Zellulosezellwand mit sebr 
wenigen Ausnahmen immer im Wege steht. 

Trotzdem wiirde man sich wohl von gewissem Standpunkt 
aus zufrieden stellen lassen, wenn sich nicht der schon erwihnte 
Mifstand der geringen HiweiSausbeute hinzugesellte. Dies berault 
uns der Sicherheit im extrahierbaren Anteil ein anniherndes Ab- 
bild des ganzen EKiweiBkomplexes des Blattgewebes vorzufinden. 


') Flora, Bd. 111, II, S. 85 (1918); Ber. dtsch. bot. Ges. 33, 373 (1919): 
3a, 7 (1917); 36, 508 (1918). 
) Ber. dtsch. bot. Ges. 46 [59] (1928). 
5 Literaturangaben vgl. A. Kiesel, Chemie d. Protoplasmas S. 142 (1930). 
*) N. IIshiygama, Diese Z. 178, 217 (1928); Behrens, ebenda 20%, 
59 (1932). 
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Es wirde nicht verwundern, wenn der zuriickgebliebene Teil 
anders aufgebaut wire. Wir wissen aber noch nichts iiber die 
Griinde der schlechten Extrahierbarkeit des Hiweifes, auBer dem, 
daB eine unvollstiindige Zellzertriimmerung, sowie eine teilweise 
Ausfallung durch Nebenstoffe (z. B. Gerbstoffe) immer mit im 
Spiele sind. Welche Rolle dabei einer leichten Denaturierbarkeit 
oder einer wirklichen Unldéslichkeit in Wasser und den iiblichen 
eiweiBlésenden Lésungen zukommt, bleibt noch unentschieden. 
Jedenfalls ist diese Rolle mit in Betracht zu ziehen. Die Unter- 
suchung der BlatteiweiBstoffe verliert durch diese Uberlegungen 
stark an Interesse; es kann z. B. auf Grund derselben keine be- 
friedigende Nihrwertschatzung der in verschiedenen Blattern vor- 
handenen EiweiBkérper gemacht werden, die doch auch praktisch 
yon Wichtigkeit sein kann. 


Das Interesse wird aber lebhafter, wenn man die Resultate 
derartiger Untersuchungen vom vergleichenden Standpunkte aus 
betrachten wollte!). Die Grundlage der nachstehend beschriebenen 
Versuche bildeten deshalb Vergleiche von EiweiBkérpern ver- 
schiedenen Ursprunges, wozu die quantitative Bestimmung einiger 
Spaltungsprodukte, die bei der Siurehydrolyse von verschiedenem 
Organeiweif entstehen, herangezogen wurde. Dies sollte als Material 
zur Aufklarung der Existenz eines genetischen Zusammenhanges 
zwischen gleichartigen KiweiBkérpern verschiedener Teile ein und 
derselben Pflanzenart, sowie zwischen Eiweibkérpern verschiedener, 
mehr oder weniger nah verwandter Arten dienen. Auch der 
KinfluB des Alters der betreffenden Organe sollte hierbei beriihrt 
werden. 


Bisher wurden in dieser Richtung nur NahrungseiweiBstoffe von Samen 
untersucht, da die von A. Chibnall, teilweise mit Mitarbeitern, ausgefiihrten 
Bestimmungen nur die Stickstofformen von Eiweifstoffen der Blitter ganz 
zufillig zusammengestellter Arten betrafen. Wihrend die bei der Unter- 
suchung von SameneiweiB erhaltenen Resultate, die etwa zu gleicher Zeit 
und unabhingig voneinander erhalten wurden, in den Hinden von Tado- 
koro*) deutliche Unterschiede in der Zusammensetzung der EiweiBstoffe 
zweier Reisvarietiten zutage brachten, in den Hinden von Kiesel, Belo- 





1) Vgl. E. G. Schenck, Naturwissenschaften 18, 824 (1930); Diese Z. 
211, 111, 153, 160; 215, 87; Arch. f. exper. Path. 169, 343 (1933); K. Lang, 
Arch. f. exper. Path. 145, 88 (1929); 167, 708 (1932); L. B. Tuchman and 
H.Sobotka, J.of biol. Chem.108 (1932); J.Barritt, A.King and J.Pickard, 
Biochemic. J. 24, 1061 (1930). 

*) T. Tadokoro, Proc. imp. Acad. Tokyo 2, 498 (1926). 
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zerski und Skworzow!) fiir selektionierte Erbsen- und Bohnenvarietiten 
jedoch keine deutlich hervortretenden Abweichungen anzeigten, konnten 
spiitere Untersuchungen von Kiesel, Nowikow und Ssuhorukow’?) 
iiber die EiweiBstoffe verschiedener ebenfalls selektionierter Weizensorten 
ebenfalls keine Unterschiede bemerkbar machen. SchlieBlich wiesen dic 
an Eiwei8stoffen verschiedener Arten und Gattungen der Cucurbitaceen aus- 
gefihrten Bestimmungen von R. Hirohata‘) auch keine stark hervor- 
tretenden Besonderheiten auf. Bei dieser Sachlage konnte vermutet werden, 
da8B beim Vergleiche des aktiveren KonstitutionseiweiBes, nicht des passiveren 
NahrungseiweiBes, bedeutend gréBere Abweichungen selbst bei niher- 
stehenden Organismen anzutreffen wiren. 





‘) Mitt. aus dem Agro-chem. Labor. d. Polytechn. Museums in Moskau, 
1927. Die schwere Zuginglichkeit der in russischer Sprache verfaBten 
Abhandlung veranla8t uns die mitgeteilten Zahlen hier wiederzugeben. Die 
Zahlen bedeuten Prozent der aschefreien Trockensubstanz der EiweiBkorper. 
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Stickstoff ..| 15,46 | 15,64 | 15,43 | 15,67 | 15,59 11,86 | 17,55 | 17,31 | 17,3 

Ammoniak-N] 0,65 0,73 | 0,73 | 0,64 _ ; — | = 
Histidin . . .|2,27-2,66 2,27 | 2,77 | 2,99 |2,66—2,99 2.75 2,712, 69) 2,70 | 30) ft 
Tyrosin ... 2,89 3,16 | 3,24 | 3,21 | 3,05 2.0 | 1,73 | 2,42) 29 8 


®) Mitt. des Labor. f. Eiwei8forschung d. Lenin-Akademie, 1931, Nr. 1. 
Die gleichen Griinde veranlassen uns zur Zahlenangabe auch fiir diesen Fall. 






































Gliadin Glutenin 
Mneiennie Saratower | Saratower Moskause| Saratower Beratove 
Weizen Weizen Weizen Weizen Weizen | Weizen 
A 2453 237 329 A 2453 | 237 | 329 
Stickstoff ...... 18,10—18,00 | 18,20—18,13 | 18,13—18,19] 17,73 | 17,64 | 17,1 
Ammoniak-N ....]| 3,28— 2,60 4,09— 3.49 3.27— 2,81 — — aoa 
Histidin....... 2,03— 2,07| 2,07— 1,87) 1,90— 1,93 — _ ~ 
oo 1,91 1,89 — — oe ” 
oe eee 3,16— 3,23; 3,16— 3,14| 3,23 4,10 4,02 4,32 
Tryptophan... .. 1,86— 1,96| 2,03— 1,90} 2,04— 2,01] 2,27 2,40 2,33 
Isoelektr. Punkt, p,, 6,37 6,40 6,42 -- _- - 
OR oi: —114,9° | —116,0° | -114,1° | —109,7° | —91,68° | -105 





5) Diese Z. 212, 1 (1932). 
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Die Frage iiber die Beziehungen zwischen Form und bio- 
chemischen Merkmalen schien durch die angedeuteten Versuche 
etwas vorwarts gebracht werden zu kénnen. Diese Vermutung 
fand ihre Bestatigung, freilich noch bei beschranktem Material. 
Wie aus dem weiter angefiihrten Tatsachenmaterial deutlich zu 
sehen sein wird, treten bei den zum Vergleich genommenen Eiweib- 
kérpern bei unverkennbar gleichartigem Typus Verschiedenheiten 
auf, deren AusmaB die unvermeidlichen Versuchsfehler iibertrifft 
und deshalb die EKiweiBstoffe unterscheiden li8t. Selbstverstand- 
lich bleibt hierbei die oben aufgeworfene Frage iiber die Einheit- 
lichkeit der dargestellten und untereinander verglichenen KiweiB- 
priparate bis auf weiteres bestehen. 


Bei der Darstellung der Eiwei8kérper wurden mit nur sehr geringen 
Abweichungen die Vorschriften von A. Chibnall befolgt. AuBer dem 
wiBrigen Auszug des zerriebenen Materials wurde stets noch der mit 0,2°/, 
Natronlauge erhaltene Auszug zur EiweiBdarstellung verwendet. Das Eiweif 
wurde hieraus durch Ansiiuern ausgefillt. Die erhaltenen EiweiBpriparate 
wurden einer 24 stiindigen Hydrolyse mit 25 gewichtsprozentiger Schwefel- 
siure unterworfen, wonach die Entfernung der Huminstoffe, der Schwefel- 
siiure und des gebildeten Ammoniaks folgte. Nach Trennung der im Hydro- 
lysate anwesenden Spaltungsprodukte durch das Silberverfahren in der 
Modifikation von A. Kiesel'), wurde in der Silberfillung das Histidin nach 
Hanke und Koessler’) colorimetrisch und das Arginin nach Plimmer 
und Rosedall%) durch Ammoniakbestimmung bei alkalischer Hydrolyse be- 
stimmt. Im Filtrat wurde das Tyrosin colorimetrisch nach P. Thomas‘), 
das Lysin durch Stickstoffbestimmung in der Phosphorwolframsiurefillung, 
das Prolin nach der Differenz zwischen allgemeinem und « + w-NH,-Stick- 
stoff bestimmt. Zur Hydrolyse wurde jedesmal etwa 1g Eiwei8 verwendet, 
auBer den Fallen, wo die ganze erhaltene EiweiBmenge geringer war und 
zur Anwendung kleinerer Mengen zwang. Die Tryptophanbestimmungen 
wurden unter den Bedingungen der alkalischen Hydrolyse nach O. Fiirth 
und Dische*) im Extraversuch durchgefihrt®). 


I. Die Eiweif8stoffe der Blatter und der Knollen der Kartoffel 
A. Kiesel und A. Belozersky. 
Zur Verarbeitung kamen 5,5 kg frischer Blatter, die am 10. VII. ge- 


ptliickt und sogleich ins Laboratorium gebracht wurden. Die durch Ein- 
senken in Ather welk gemachten Blitter lieferten beim Abpressen einen 





') Diese Z. 161, 147 (1926). 

*) J. of biol. Chem. 39, 497 (1919); 43, 527 (1920). 

*) Biochemie. J. 19, 1004 (1925). 4) Ann. Inst. Pasteur 36, 253 (1922). 

°) Biochem. Z. 146, 275 (1924). 

°) Der Sicherheit wegen wurden, wo es nur méglich war, zwei Hydro- 
lysen mit nachfolgender Verarbeitung angestellt. In den Tabellen sind 
dann die Mittelzahlen angegeben. 
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dunkelbraunen sauren Zellsaft, der beim Stehen einen geringen, beim Er- 
wiirmen bis 90° einen gréBeren, nur Spuren organischer Stoffe enthaltenden 
flockigen Niederschlag abschied. Weiteres Ansiuren vermehrte die Ab- 
scheidung nicht. Augenscheinlich verhinderte die saure Reaktion des 
Saftes das Auflésen des EiweiBes. Dasselbe fand auch bei nachfolgender 
Wasserextraktion des sorgfiltig mit Glaspulver verriebenen Materials statt, 
und nur durch weitere Extraktion mit 0,2°/, Natronlauge lieB sich Eiweif 
in Lésung bringen: beim Ansiauren der klar filtrierten Lésung bildete sich 
ein voluminéser dunkler Niederschlag von grau-griiner Farbe in trocknem 
Zustand. Das EiweiB ging nur allmiéhlich in Lésung und es wurden, um 
seine Ausbeute zu vergréBern, im ganzen 11 einander folgende Extraktionen 
gemacht. Die vereinigten Niederschlige wurden aufs sorgfiltigste mit 
Wasser und Alkohol frei von dadurch entfernbaren Pigmentstoffen ge- 
waschen. Das weiterhin noch mit Ather behandelte und bei 105° getrock- 
nete Priiparat muBte stark verunreinigt sein, enthielt 2,78°/, Asche, wog 
nach Abzug derselben 17,94 g und enthielt aschefrei berechnet 14,04 °/, Stick- 
stoff. Selbstverstindlich muBte zuallererst an die Verunreinigung mit Kohle- 
hydraten gedacht werden, doch konnte die Molisch-Reaktion mit «-Naphthol 
nur schwach erhalten werden. Die Zuckerbestimmung nach 8 stiindiger 
Hydrolyse mit 2°/,iger Salzsiure im Wasserbad zeigte nach itiblicher Rei- 
nigung des Hydrolysates mit Bleiacetat die Anwesenheit einer Beimengung 
von nur 0,61°/, Polysacchariden an. Der Phosphorgehalt wurde zu 0,11°,, 
der Schwefelgehalt zu 0,72°/, bestimmt. 


Das zum Vergleich herangezogene Eiwei8 der Kartoffelknollen wurde 
nach dem Verfahren von Sjollema und Rinkes’) aus 10 kg frischen Ma- 
terials hergestellt. Dies durch Extraktion mit 10°/, Kochsalzlésung und 
dann durch Aussalzen erhaltene EiweiB wurde nach Auswaschen mit ge- 
sittigter Kochsalzlésung, neuem Auflésen und Dialyse zum gréBten Teile 
als in Wasser unléslicher Niederschlag, zum geringeren Teil als wasser- 
lésliches Eiwei8 in gereinigtem Zustande wiedergewonnen. Der letzt- 
genannte Teil wurde durch Zugabe von 1 Vol. Alkohol niedergeschlagen. 
Bei dem verschiedenen Verhalten beider Teile, von denen der erste im 
Gewichte von 8g, der zweite von 3,3 g erhalten wurde, erhob sich die 
Frage, ob beide ein und demselben oder verschiedenen EiweiBstoffen ent- 
sprechen. Der Aschegehalt war in beiden Fillen bedeutend, 6,24 und 
5,11°/,.. Die Angaben der folgenden Tabelle beziehen sich auf asche- 
freies, trocknes Eiwei8. Augenscheinlich ist keine ins Gewicht fallende 
Differenz zwischen beiden durch verschiedene Léslichkeit voneinander 
unterscheidbaren Teilen in bezug auf chemische Zusammensetzung fest- 
zustellen, es sei denn, da8 der Unterschied andere, nicht beriihrte Atom- 
gruppen betrifft. 

Anders ist es beim Vergleich der aus Blittern und Knollen dar- 
gestellten EiweiBkérper, selbst wenn man die auf gleichen Stickstoffgehalt 
in der 2. Kolonne umgerechneten Zahlen dazu verwendet, in der Voraus- 
setzung, daf der bedeutend niedriger gefundene Stickstoffgehalt im Blatt- 
eiweiBpriiparat seinen Ursprung nur Verunreinigungen verdankt. 





1) Diese Z. 76, 369 (1911/12); Handb. d. biolog. Arb.-Meth., Abt. 1, 
T. 8, S. 453. 
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Tabelle I. 
KartoffeleiweiB. °/, aschefreier Trockensubstanz. 
BlattereiweiB KnolleneiweiB 
direkt um- 

erhaltene | gerechnete] “958°? | Wasser: 
Zahlen Zahlen | unloslich | loslich 

Stickstofformen: | 
Gesamtstickstoff. ...... 14,04 | [15,97] 15,92 15,97 
Amidstiokwte@®)....... 0,84 | 0,95 1,05 1,02 
Monoaminosiiuren- u. Lysin-N 6,59 | 7,39 9,00 8,94 
u-NH,-Stickstoff. .... a 6,04 6,88 8,22 8,00 
« + w-NH,-Stickstoff. .... 6,25 | 7,01 8,53 8,43 
Cyclischer Stickstoff. . .. . 0,34 | 0,38 0,47 0,51 

Aminosiuren : | 
ee aa i eo 1,99 | 2,25 2,04 2,16 
po er ee 6,36 | 1,23 6,60 6,39 
THM ct et 3,02 | 3,48 3,55 | 3,72 
Ue 4 es ee eS 279 | 38,12 3,86 | 4,19 








Trotzdem die Differenzen die annehmbaren Versuchsfehler 
iiberschreiten und deshalb tatsachlich die Eiweifstoffe unter- 
scheiden lassen, kann eine gewisse Annaiherung in der Zusammen- 
setzung der EiweiBkérper nicht iibersehen werden: ganz unwill- 
kiirlich ist an einen genetischen Zusammenhang zwischen beiden 
KiweiBkérpern zu denken. Freilich wire zur gréBeren GewiBheit 
das Heranziehen einer gréferen Anzahl von Spaltungsprodukten 
héchst erwiinscht. 


II. Die Eiweifstoffe der Zuckerriibe und der roten Riibe. 
A. Kiesel und P. Agatow. 


Die Untersuchung bezweckte auBer dem Vergleich der Kiweib- 
kérper von Blattern und Wurzeln den Vergleich der EiweiSkiérper 
zweier Arten ein und derselben Gattung. Gleichzeitig konnten hier 
die durch Wasser und durch schwache Natronlauge den Blattern 
und Wurzeln entziehbaren Kiweifstoffe ihrer Zusammensetzung 
nach gegeniibergestellt werden, was im vorhergehenden Falle nicht 
gelang. Freilich war die Ausbeute an wasserléslichem EKiweiB 


') Die Bestimmung des Amid-N nach starker Hydrolyse hat viele 
Mangel, da hierbei Ammoniak sehr verschiedener Herkunft bestimmt wird, 
nimlich auch der den siiureempfindlichen Aminosiuren entsprungene. Des- 
halb wurde hier und auch im weiteren der in einer Extraprobe nach dem 
Verfahren von Sachsse bestimmbare Amidstickstoff angegeben. 
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bei der Zuckerriibe nur sehr gering, weshalb eine wiederholte 
Hydrolyse, wie in den anderen Fallen, unméglich war. 


Das Einsammeln des Materials erfolgte in der zweiten Hilfte Juli, 
wobei vor der weiteren Verarbeitung die Blitter von dem Mittelnery * 
freit wurden. Verarbeitet wurden 3,5 kg Zuckerriibenwurzel, 8,7 kg Zucker. 
riibenblitter und 9 kg Blatter der roten Riibe (Beta vulgaris L var. esculenta 
Salisb. f. rubra De.). Das Verfahren bei der Darstellung der Eiwei8praparate 
war im allgemeinen dem oben in Kiirze beschriebenen gleich. Der ay; 
dem Material vor dem Verreiben ausgepreBte Zellsaft wurde nur bei der 


Tabelle IL. 






























































RiibeneiweiBstoffe. °/, aschefreier Trockensubstanz. 

Zuckerriibe Rote Riibe, 

Wurzel | Blitter Blitter 
wasser- alkali- wasser-| alkali-| wasser-| alkali. 
| Wealich \éslich | loslich |léslich léslich l6slich 
ett ecatien tn g 036 | 1661 0,80 | 6,84| 4,00/ 6,50 
oe eae 5,78 | 4,71) 5,94 | 8,85 1,50 | 1.52 
Gesamtstickstoff. .... . 13,63 | 11,20 | 15,88 | 13,49 | 14,35 | 13,36 
Monoaminosiuren- u. Lysin-N —- si; = 6,68 7,28 | 6,88 
a-NH,-Stickstof. .....] — | 3,85 | 4,75 | 5,74] 6,30 | 6,18 
a + w-NH,-Stickstof. ...] — | 4,06 4,79 | 5,77] 6,41 | 627 
Cyclischer Stickstoff. . . . — 0,97; — 0,91 0,87 | 0,61 
Histidn ...... 1,44 | 1,98) 1,67 | 1,44] 1,90| 1,42 
Ss ipa hw Ok . | 10,11!| 6,48 | 9,27 | 7,60] 7,61 | 7,23 
BS Ac,? Bedgvb-aigc. agus 243 | 1,99 4,37!) 1,70] 3,80 | 2,64 
i. SUE eee —- 7,97 | — | 1,48 7,14 | 5,01 
Tryptophan er eee + | + | + | + + “ 

Tabelle III. 
RiibeneiweiBstoffe. °/, aschefreier Trockensubstanz. 

Zuckerriibe Rote/Riibe, 

Wurzel | Blitter Blitter 
wasser-| alkali-| wasser-|alkali-| wasser-| alkali- 
léslich stn léslich léslich} léslich | léslich 
Gesamtstickstoff . . 1{15,33] |(15, 33} 15,33 |[15,83]] [15,33] |[15,33) 
Monoaminosiduren- u. Lysin-N — | 688); — 7,58 7,78 7,89 
a-NH,-Stickstoff..... . — | 5,27} 4,75 | 6,50] 6,73 | 7,09 
a + @-NH,-Stickstoff....]| — | 5,58 | 4,79 | 6,55 | 6,64 | 7,19 
Cyclischer Stickstof. ...| — | 1,30, — 1,03 | 0,94 | 0,70 
Sg ere aad 1,62 | 2,71 | 1,67 | 1,64] 2,02 | 1,63 
RG 5 big ele 11,37!| 8,87 9,27 | 868] 813 | 8,29 
NR a: 95 (sa tah ie lg 2,73 | 2,72 | 4,87! |] 1,94] 3,52 | 3,10 
ee ee eee — /|1068; — 8,46 | 7,72 | 5,79 
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roten Riibe auf Eiwei8 gepriift, wobei hier beim Erwirmen bis auf 90° 
ein 70 g in trocknem Zustand betragender Niederschlag gebildet wurde, der 
etwa zu */; aus anorganischen Salzen bestand und nur 1,23°/, Stickstoff ent- 
hielt. Deshalb wurde er weiter nicht untersucht. 

Die Resultate der mit den EiweiBstoffen direkt oder nach Hydrolyse 
ausgefiihrten Bestimmungen sind in der vorstehenden Tab. II zusammen- 
gestellt. Um den Vergleich der EiweiBstoffe zu erleichtern, sind in der 
weiteren Tab. III —, unter der oben schon gemachten Voraussetzung, daB 
der Stickstoffgehalt durch Nebenstoffe beeinfluBt ist —, die Zahlen auf 
gleichen Stickstoffgehalt umgerechnet worden. 

Mit gewissem Riickhalt teilen wir die mit einem Ausrufungs- 
zeichen versehenen Zahlen mit, die hichst bemerkenswert er- 
scheinen. Da sie jedoch nur bei einmaliger Hydrolyse gewonnen 
sind und aus Mangel an Material die Hydrolyse nicht wiederholt 
werden konnte, so wollen wir dieselben aus Vorsicht keinen allzu 
weitgehenden SchluBfolgerungen zugrunde legen?). Jedenfalls sehen 
wir aber auch in den anderen in der Tabelle angefiihrten Zahlen 
deutliche Differenzen hervortreten, ob wir die EKiweiBstoffe benach- 
barter Arten, oder verschiedener Organe, oder endlich durch ver- 
schiedene Extraktion erhaltene EiweiBkérper miteinander ver- 
gleichen. Die Umrechnung auf gleichen Stickstoffgehalt nihert 
die Zahlenwerte nicht iiberall einander an: es sind Fille vor- 
handen, wo die Umrechnung die Werte mehr differieren laBt. 

Kine Ahnlichkeit in der Zusammensetzung der verschiedenen 
KiweiBstoffe ist nur bei gleichzeitigem Vergleich mit fremdartigen 
KiweiBkérpern zu entdecken, so daB hier kaum ein geniigend her- 
vortretender genetischer Zusammenhang festzustellen ist. 


III. Die Eiwei&korper der Blatter und der Samen zweier Arten 
der Wassermelone. 
A. Kiesel, N. Biwschich und M. Pawlowa. 


Die Untersuchung beabsichtigte den Vergleich von EHiweib- 
stofien zweier Arten, wobei einerseits die BlattereiweiBkérper, 
andererseits die ihrer Funktion nach von ihnen zu unterscheidenden 
SameneiweiBkérper einander gegeniibergestellt werden sollten. 
Gleichzeitig sollte der EinfluB verschiedenen Alters auf die Zu- 
sammensetzung des BlattereiweiBes untersucht werden. Ganz zu- 
fallig kam noch die scheinbar verschiedene Reife der Samen hinzu, 
deren KinfluB auf die Zusammensetzung des Sameneiweifes fiir 





1) Die gute Ubereinstimmung der Resultate paralleler Hydrolysen in 
den anderen Fallen veranlaBt uns die mit Riickhalt angefiihrten Zahlen 
doch fiir glaubwiirdig zu halten. 
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andere Objekte in einer in niachster Zeit zur Veréffentlichung he. 
stimmten Arbeit behandelt wird. 


Zur Verarbeitung kamen die Blitter und Samen einer selektioniertey 
Rasse von Citrullus edulis, sowie einer ebenfalls selektionierten Rasse yoy 
Citrullus colocynthoides aus dem siidlichen Wolgagebiet. Die Behandlung 
des Bliittermaterials, welches fiir C. edulis zu zwei Zeitpunkten eingesammelt 
wurde, war die oben beschriebene. 

Die Samen wurden den die iiblichen Anzeichen der Reife tragenden 
Friichten entnommen, wobei sich im weiteren erwies, daB die entschiiltey 
Samen von C. edulis beinahe 25°/, Wasser enthielten, wogegen die gleichen 
Samen von C. colocynthoides noch keine 5°/, desselben einschlossen. Dies 
wurde fiir die erstere Art als Kennzeichen unvollstindiger Samenreife inter- 
pretiert. Das stark verschobene Verhiiltnis der Mengen beider in den Samen 
vorgefundener EiweiBkérper bei C. edulis schien die SchluBfolgerung zy 


bestiitigen (Tab. IV). 
Tabelle IV. 


°/,-Gehalt an EiweiB im entschilten Samen. 




















Wassergehalt ; | EiweiBausbeute 
des ee in ° 
entschiilten KiweiBart der Trocken- 
Samens in °/, substanz 
iow. an | a en 
Citrullus edulis... . 24,9 Glutelin 24°16 
, , { Globulin 33,12 
Citrullus colocynthoides 4,9 Glutelin 3.06 





Die entschilten, zerkleinerten, entfetteten und dann fein gemahlenen 
Samen wurden hintereinander mit 10°/, Kochsalzlésung und 0,2°/, Natron- 
laugelésung extrahiert, das hierbei extrahierte Globulin durch Dialyse und 
das Glutelin durch entsprechendes Ansiiuren gefillt, wieder aufgelést und 
wiederum aus neuer, filtrierter Lésung in gleicher Weise abgeschieden. 

Aus den weiter unten angefiihrten Resultaten der Eiweib- 
hydrolysen ist zu sehen, daB das Globulin in beiden Fiillen von 
dem Glutelin zu unterscheiden ist. Da im Verlaufe der Ent- 
wicklung des Organismus eine Veriinderung der Hiweifstoffe an- 
zunehmen ist und in reifen Samen das Globulin iiberhand nimat, 
so wire hier vielleicht im Falle von C. edulis ein nicht zu Ende 
gefiihrter ProzeB des Uberganges des Glutelins in das als typisches 
NahrungseiweiB zu betrachtende Globulin zu erkennen. Freilich 
wire immerhin an die Zufialligkeit unserer Beobachtung und 
an den leider dadurch an zwei verschiedenen Arten gemachten 
Vergleich zu denken. Auch kénnte wohl noch eine andere Er- 
klarung des Geschehnisses gefunden werden: da der Unterschied 
zwischen Globulin und Glutelin in der verschiedenen Lislichkeit 
besteht und die Verminderung derselben als Folge einer Denatu- 
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rierung des HiweiBes angesehen werden kann, letztere aber mit 
gewissen Verschiebungen im Aufbau des betreffenden Eiweifes 
verbunden ist}, so kénnte durch den hohen Wassergehalt beim 
Lagern der Samen im Laufe von 2—3 Monaten eine Denaturierung 
stattgefunden haben, die einen Teil des HiweiBstoffes weniger 
léslich machte und so die Anwesenheit des Glutelins vortiuschte. 
Die Beobachtung bedarf jedenfalls noch einer niheren Auf- 
klirung mit besser vergleichbarem Material. 

Obgleich die Blatter der Citrullus-Arten auch nur wenig 
yon ihrem EKiweiB in Lésung gehen lieBen, wurde gerade im 
guerst aus den unversehrten Blittern ausgepreBten Zellsaft die 
gréBte Menge des darstellbaren EiweiBes nachgewiesen. Dies 
widerspricht unseren friiheren Erfahrungen sowie den Angaben 
von Chibnall. Gleichzeitig scheint dadurch ein bestimmter 
Gegenbeweis geliefert zu werden, der die von Chibnall vertretene 
Vorstellung iiber den Ursprung dieses EiweiBes aus dem Zellsaft 
der unversehrten Zelle schwanken la8t. Die aus iuBeren Griinden 
nicht abgeschlossene Untersuchung dieses KiweiBes lift uns 
noch keine genaueren Angaben iiber seine Zusammensetzung 
geben. Jedenfalls ist aber ein deutlicher Unterschied in der 
Zusammensetzung des ,,ZellsafteiweiBes* zu vermerken, wodurch 
die Angaben von Chibnall bestitigt werden. 


Die nachstehende Tab. V dient zur Veranschaulichung der bei der 
KiweiBdarstellung erhaltenen Resultate. 


Tabelle V 
Die Eiwei8stoffe der Blatter der Wassermelonen. 






































Gewicht ZellsafteiweiB Plasma“ eiweiB 

der Blatter "2 | 2 wasser- | alkali- 

= | & | S53] lWslich | léslich 

Sim | a —— 

| a oa = h.. Zia | & |] a 
_ | al &| 3 | fe] 2/8.) 218. 
s | 2| 2/3 |e] &lE3!| 818s 
a | 2 91/8 | 221 FS |\SBel o |Se 
i Sia) 22S] 4 lag] 4 lag 
” 3 jes] 2) e"| & |) 38 

les Tee ~ g °/o | lo | “lo ge | & 
Citrullue edulis 24.VL | 7000] 1811 45,20/ 1,40 14,90] — |0 7,54] 1,00 
29. VII.| 9000 | 1743]44,92) 4,29 10,94 — |0 6, 39 | 0,93 
C.colocynthoides 3. VII. | 10000 | 1813]46,30| 5,28 16,06] 6,12 | 0,64 5,55 | 0,72 














') Eine diese Fragen betreffende Untersuchung soll in niichster Zeit 
veroffentlicht werden. 
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Trotz der groBen Ausgangsmengen war die Ausbeute der EiweiBstoffe 
nur ganz minimal, wodurch wir zu nur einer Hydrolyse gezwungen wurden, 
Im Hydrolysat wurden dann, wo méglich, wiederholte Bestimmungen ge. 
macht, so daB eine gewisse Kontrolle der erhaltenen Zahlen vorhanden 
war. Wie schon oben betont, ist zur vollstindigen Sicherheit immer eine 
wiederholte Hydrolyse erforderlich. Fiir die SameneiweiBkérper war dic 
Méglichkeit einer derartigen wiederholten Hydrolyse vorhanden, und die 
gute Ubereinstimmung der Zahlen gibt uns Veranlassung, auch im Falle 
der BlittereiweiBstoffe den hier erhaltenen Zahlen Glauben zu schenken. 

In den nachfolgenden Tab. VI und VII sind die erhaltenen Resultate 
zusammengestellt, wobei in der letzteren Tabelle zum besseren Vergleich 
die auf gleichen Stickstoffgehalt umgerechneten Zahlen in Klammern an- 


gefiihrt sind. 
Tabelle VI. 


Die EiweiBkérper der Samen der Wassermelonen. 
(°/, aschefreier Trockensubstanz.) 


























Citrullus edulis Citrullus 
colocynthoides 
Globulin | Glutelin | Globulin | Glutelin 

Gesamtstickstoff....... 18,93 18,38 18,78 17,04 
Monoaminosiuren- u. Lysin-N 8,34 | 1,82 7,54 8,09 
a-NH,-Stickstoff....... 6,31 | 5,82 6,47 6,73 
a + w-NH,-Stickstoff. . . . . 7,09 | 6,44 6,94 7,19 
Cyclischer Stickstoff. .... 1,25 | 1,88 0,60 0,90 
NS a6 ake oe ee ais 19,75 15,83 18,03 14,97 
Se ae 1,72 | 241 2,44 2,03 
Sa ee ee 2,63 | 2,438 2,65 2,79 
EE EG Mo 7,50 | 6,45 4,85 4,78 
ee ee ee 2,37 2,27 2,35 2,19 
EE 5.44 dee ies 10,27 | 11,84 5,09 7,39 





Die groBen Differenzen im Prolingehalt sind ganz auffallend, 
besonders da sie in gleicher Weise fiir die EKiweifstofie der 
Samen sowie Blatter konstatiert wurden. Unwillkirlich mu8 an 
die Méglichkeit einer sekundiren Bildung des Prolins wiihrend 
der Hydrolyse gedacht werden, da gerade in der Wassermelone 
das Citrullin zum ersten Male aufgefunden wurde.) 

Weiterhin ist die fiir verschiedene EiweiBstoffe wechselnde 
Menge des Arginins héchst bemerkenswert. AuBer dem bedeutend 
nachstehenden Arginingehalt im BlittereiweiB im Vergleich zum 
SameneiweiB ist die groBe Differenz des Arginingehaltes auch 
bei anderer Vergleichsanstellung augenfillig. Wir sehen aber, dab 
die Differenzen nicht nur die beiden genannten, sondern auch 





1) M. Wada, Biochem. Z. 224, 430 (1930). 
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Tabelle VIL. 


Die EiweiBkérper der Blatter der Wassermelonen. 
(°/, aschefreier Trockensubstanz.) 














Citrullus edulis Citrullus colocynthoides 
alkalilésliches EiweiB wasser- alkali- 

LStadium! II. Stadium loésliches lésliches 
24. VI. | 29. VIL. EiweiB EiweiB 








Gesamtstickstoff. . . 15,67 | 14,95 (15,67) | 13,71 (15,67) 13,68 (15,67) 
Monoaminosiuren- u. f 

Lysim-N ..... 8,70 7,46 (7,82) 5,88 (6,72); 6,86 (7,86) 
a-NH,-Stickstoff . . . 5,45 5,39 (5,62) 4,39 (5,02)| 4,63 (5,80) 
a+ w-NH,-Stickstoff . 6,17 6,11 (6,41) 5,03 (5,75); 5,31 (6,09) 
Cyclischer Stickstoff (!) 2,58 | 1,35 (1,41) ] 0,85 (0,97)| 1,55 (1,77) 














Arginin. . . . + . «| 11,95 | 10,283 (10,73) | 10,43 (11,92)| 12,78 (14,58) 
Histidin ...... 1,81 | 2,88 (8,04) ] 2,58 (2,95)| 2,51 (2,88) 
NS 2,61 | 2,62 (2,74) | 1,86 (2,18)/ 2,66 (3,07) 
“ 2 ao eo 7,54 7,49 (7,85) | 6,72 (7,69); 7,05 (8,08) 
Tryptophan. . .. . + + + + 

0. eee ee 20,8 11,09 (11,5) 6,99 (8,0) | 12,74 (14,54) 


die anderen Aminosiuren in verschiedenem MaBe betreffen. 


Und dennoch, vom Prolin ganz abgesehen, tritt eine gewisse 
Anniherung in der Zusammensetzung doch noch hervor, wenn 
wir freilich den Vergleich nur ganz im allgemeinen anstellen. 

Bei genauerem Vergleich der gleichnamigen KiweiBstoffe der 
Samen begegnen wir Differenzen, die vielleicht als Kennzeichen 
der untersuchten Arten aufgefaBt werden kénnen. Da jedoch, 
wie gesagt, die Samen verschiedene Reife haben muBten, so hat 
die Auffassung der Differenzen als Kennzeichen des entsprechenden 


| Reifestadiums auch ihre bestimmte Berechtigung, besonders da 


die in nichster Zeit zu verdffentlichenden Versuche, welche diese 
Frage speziell betreffen, gleiche, einzelne Aminosduren beriihrende 
Unterschiede hervortreten lassen. Ahnliches findet sich auch hier 
bei der Gegentiberstellung des alkaliléslichen EiweiBes der in 
zwei Stadien eingesammelten Blatter von C. edulis. So muf 
denn das OrganeiweiB in Ubereinstimmung mit den Ansichten 


'von E.G. Schenck kein unbeweglich im Laufe der Ontogenese, 


vermutlich deshalb auch der Phylogenese der Organismen bleiben- 
der, sondern ein in seiner Zusammensetzung mehr oder weniger 
sich gesetzmaBig umbildender K6rper sein. 
Es bleiben noch die Unterschiede in der Zusammensetzung 
der BlattereiweiBstoffe beider Arten itibrig. Ob hier ein Arten- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXXVI. 7 
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merkmal oder ein Merkmal verschiedenen Alters zu ersehen ist, 
bleibt unentschieden. Die erste Auffassung hat wohl mehr fir 
sich, da die Blatter von C. colocynthoides ihrem Alter nach eine 
Mittelstelle einnehmen, was jedoch an der Zusammensetzung des 
Eiweifes nicht zu bemerken ist. 





Es wird wohl noch viel Mihe und Arbeit kosten, bis wir 
bei den groBen Schwierigkeiten der Darstellung der pflanzlichen 
Organ-KiweiBstoffe die Méglichkeit einer fehlerlosen Priifung der 
Existenz ihres genetischen Zusammenhangs erhalten werden. 
Bis jetzt dirfen wir nur von einem allgemeinen Eindruck des 
reell bestehenden Zusammenhanges zwischen Form- und Substanz- 
verwandtschaft sprechen, die in der Struktur des HiweiBes ab- 
gebildet ist, wobei aber das Hiweii wohl keinesfalls einen in 
seinen Kinzelheiten unbeweglichen chemischen Kérper darstellt. 
Einstweilen sind wir noch im Stadium des noch rein empirisch 
gefiihrten Materialeinsammelns und gehen dabei von gewissen, 
noch sehr willkiirlich gewahlten Voraussetzungen aus, die wir 
noch lange nicht fehlerlos experimentell begriinden kénnen. Der 
erdBte Fehler, den wir bei unseren KiweiBforschungen begehen, 
ist vielleicht der, daB wir es noch immer héchst wahrscheinlich mit 
Gemischen zu tun haben, Beim Untersuchen des BlattereiweiBes 
ist das sicherlich der Fall. 
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Verbreitung des gebundenen und des freien Flavins 
in Pflanzen. 
Von 


Hans vy. Euler, Erich Adler und Arnulf Schlétzer. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1934.) 


Vor kurzem haben Euler und Adler?!) mengenmiBige An- 
saben gemacht iiber die Verbreitung der gelben wasserléslichen 
Farbstoffe, welche als Lyochrome oder Flavine bezeichnet werden. 
Sie sind in biochemischer Hinsicht besonders interessant; teils 
wegen der Wachstumsforderung, welche die per os eingegebenen 
Flavine an Ratten hervorrufen, teils, weil Warburg und Christian?) 
aus Hefe das Derivat eines Flavins gewonnen haben, welch letzteres 
als prosthetische Gruppe eines Enzyms fungiert. 

Kine systematische Untersuchung mit quantitativen Angaben 
des Flavingehaltes bei héheren Pflanzen schien wichtig, weil man 
neben der zu erwartenden allgemeinen Verbreitung vielleicht auf 
die eine oder andere besonders reichhaltige Flavinquelle stoBen 
konnte; des weiteren ware natiirlich fiir die chemische und bio- 
logische Kenntnis der Flavine die Auffindung chemischer Varianten 
der bisher bekannten Flavine von groBer Bedeutung’). Einer 
quantitativen Schitzung des Gesamtflavingehaltes haben wir bis- 
her zwar nur eine kleine Auswahl von pflanzlichem Material 
unterzogen, aber es scheint, daB die gewihlten Beispiele schon 
ein hinreichend allgemeines Bild von der GréBenordnung des 
Flavingehaltes héherer Pflanzen zu geben vermégen. Dieser liegt 





') H. v. Euler u. E. Adler, a) Zs. physiol. Chem. 223, 105 (1934); 
b) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi 11B, Nr. 28 (1934). 

*) a) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 266, 377 (1933); 
Biochem. Z. 258, 496 (1933); b) R. Kuhn, P. Gyérgy u. Th. Wagner- 
Jauregg, Ber. 66, 576 (1933). 


*) Vgl. Toxoflavin, van Veen u. Mertens, Rec. Trav. Chim. Pays- 
Bas. 63, 257 (1984), 


7* 
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in allen untersuchten Fallen nicht iiber 1 y Flavin pro Gramm 
Frischgewicht. 

Die Bindung des Flavins an einen hochmolekularen Triger 
liegt nicht nur in Hefe vor; wie eine orientierende Untersuchung 
ergeben hat, ist in vielen tierischen Organen ein sehr wesent- 
licher Anteil des gesamten darin enthaltenen Flavins an einen 
hochmolekularen Bestandteil gebunden, und dadurch nicht mehr 
imstande, Kollodiummembrane zu durchdringen. 

Wir ersehen dies aus folgender Zusammenstellung !"): 























Tabelle 1. 

Gesamtflavingehalt renee Ti gebun- 

Material in 7 pro Gramm cies > og Ge . 

(Frisch)-Gewicht | samtflavingehaltes 
Leber (Rind). . .... . 9—18 y/g 70— 80 
ee 8—16 ,, 70O— 80 
Corpus luteum (Rind). . . . 4—8 ,, 70O— 80 
Gehirn (Mensch) .... . 2 70— 80 
Trocken-Unterhefe. . . . . 18—21 ,, 90 
a ae 16—20 ,, 70 
Hithnerei: Eigelb . . .. . 5-6, 90—100 
MN tc ye ms . 90—100 
OO ae ee 2—3 y/ccm 20— 25 
Harn, menschlich . . . . . 0,3—0,5 ,, 0 


Eine Ausnahmestellung unter den tierischen Geweben nimmt 
die als iiberaus flavinreich befundene Netzhaut des Auges mancher 


Fische ein; hier liegt freies Flavin vor, eine auffallende Tatsache, auf 


deren mégliche Bedeutung wir bereits an anderer Stelle (Euler u. 
Adler a.a.O.) hingewiesen haben. Freies Flavin findet sich ferner 
in der Kuhmilch, sowie im Harn. Es scheint also, daB das Flavin 
iiberall dort, wo ihm katalytische Aufgaben (vermutlich in Reduk- 
tions-Oxydationssystemen der Zelle) zufallen, in hochmolekular 
gebundener, enzymatischer Form, im Sinne des Warburgschen 
»gelben Ferments“ der Hefe(Warburg u. Christian a.a.O.) fungiert. 

Wir haben nun auch an einem Beispiel einer héheren 
Pilanze, beim frischen Spinat, gefunden, daB der gréBte Anteil 
des gesamten Flavingehaltes in nicht dialysierbarer Form in den 
Zellen enthalten ist. 


Zur Methodik. 


Die Extraktion des Flavins aus dem zerkleinerten pflanz- 
lichen Material erfolgte bei frischen Produkten durch 1maliges 
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Ausziehen mit der doppelten Gewichtsmenge 95°/,igem Alkohol 
und anschlieBendes 2 maliges Behandeln mit 60°/,igem Alkohol. 
Trockene Pflanzenteile wurden 3mal mit dem letzteren Lésungs- 
mittel extrahiert; die Ansitze blieben jeweils etwa 20 Stunden 
in der Kalte stehen. Den vereinigten Extrakten wurden lipoid- 
lisliche Farbstoffe durch Petrolither oder besser Ather entzogen 
und die waBrigen Schichten, meist nach Verjagen eines gréBeren 
Teiles des Alkohols im Vakuum, auf 3°/, HCl gebracht und mit 
Fullererde 1 Stunde verriihrt. Vom Fullererdeadsorbat wurden 
die Flavine mittels Pyridin—Methanol—Wasser (Volumverhiltnis 
1:2:3) abgelést, das Eluat wurde im Vakuum auf kleines Volumen 
eingeengt und von kolloidal geléster Fullererde durch Fallen mit 
Alkohol befreit. Die klarfiltrierte Lésung wurde nunmehr der 
fuorometrischen Schiitzung unterzogen’). Als Fluorescenzstandard 
gelangten wieder Lésungen von reinem krystallisiertem Lactoflavin 
zur Verwendung und zwar in folgender Konzentrationsreihe: 












































| Vergleichs- 5 
rohrchen Nr. : P : ° : : ; : 
arper ches 10,0 | 7,5 | 5,0 | 3,75 | 2,5 | 1,87 | 1,25 | 0,94 
in y/ecm , , : : ; 
Vergleichs- 9 10 11 12 13 14 15 


rohrehen Nr. 











pg 0,625 | 0,47 | 0,31 | 0,234 | 0,156 | 0,08 | 0,04 























Zur Reinigung der Extrakte aus Frischgras wurde so vorgegangen, 
daB das Chlorophyll zunichst durch Ausithern entfernt wurde; die in der 
wiBrigen Schicht verbleibenden tief gefirbten Verunreinigungen wurden 
erst nach der Adsorption und Elution aus dem vom Pyridin befreiten Eluat 
durch Ausschiitteln mit Chloroform abgetrennt. 

Ferner wurde eine Probe von im Vakuum getrocknetem Spinat 
untersucht. Hier war die Bestimmung des Flavingehaltes durch die inten- 
sive Farbung der Lésungen erschwert; auch nach Entfernung des Chloro- 
phylls durch Atherextraktion blieben stark farbende Verunreinigungen in 
der waBrigen Phase und wurden zum gréBten Teil von der Fullererde 
adsorbiert. Durch 10 Minuten langes Verriibren des Adsorbates mit 0,5°/,igem 
NH, konnten diese Verunreinigungen vom Adsorbens abgelést werden. Die 
Pyridin-Elution lieferte dann eine helle Lésung mit rein griiner Fluorescenz. 


In zwei der untersuchten Faille (WeiBkohl und Tomate) 
konnten wir von der Reinigung des Flavins iiber Fullererde ab- 
sehen und die gegen Petrolither verteilten waiBrig-alkoholischen 
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Extrakte direkt fluorometrisch untersuchen. Im allgemeinep 
zeigen solche Rohextrakte jedoch im gesammelten Lichtstrah]| 
der Kohlenbogenlampe keine rein griine, sondern eine mehr oder 
weniger blaustichige Fluorescenz, die den Vergleich mit den 
Standardlésungen erschwert. Gelegentlich leistet die Einschaltung 
eines Blaufilters, das nur fiir den Wellenbereich der Absorptions- 
maxima des Flavins, nimlich 370—550 my durchlassig ist, gute 
Dienste. 

Wir haben bisher keine Anhaltspunkte dafiir gefunden, dag 
das Auftreten von griiner Fluorescenz in Extrakten aus tierischem 
oder pflanzlichem Material, die nach der angegebenen Methode 
gewonnen wurden, durch andere Stoffe als Flavine hervorgerufen 
sein kénnte. In allen Fallen iiberzeugten wir uns, daB aus den 
Lésungen, in denen Flavin nachgewiesen wurde, nach Belichten 
bei alkalischer Reaktion?) (die Lésung enthilt 2°/, NaOH, die 
Belichtung erfolgt 3 Stunden mit einer 500 Watt-Lampe in 10 cm 
Abstand; das die Liésung enthaltende GefiB wird durch Berieseln 
mit Wasser gekiihlt) aus der wieder angesiuerten Lisung mittels 
Chloroform ein ,,Lumiflavin* extrahierbar ist, das sich durch 
Farbe und Grinfluorescenz zu erkennen gibt. Die Voraussetzung, 
da8 man unter Zugrundelegung der Griinfluorescenz als Mafstab 
fir die Flavinkonzentration tatsichlich nur Flavin und nicht 
etwa andere griinfluoreszierende Stoffe erfaBt, erscheint unter den 
angewandten Bedingungen wohl berechtigt. Wollte man eine 
Uberfithrung des Flavins in Lumiflavin und fluorometrische oder 
kolorimetrische Bestimmung des letzteren (nach Extraktion mit 
Chloroform) vornehmen‘), so wiirde als neue Unbekannte der 
quantitative Verlauf der Belichtungsreaktion in die Bestimmung 
eingehen. Die fluorometrische Bestimmung ist iibrigens durch 
ihre auBerordentliche Empfindlichkeit ausgezeichnet; ein Flavin- 
gehalt von 0,04 y pro Kubikzentimeter ist noch deutlich erkenn- 
bar. — Bei der Ausfihrung des fiuorometrischen Vergleichs ist 
darauf zu achten, daB das p,, der Lisung im Bereich des Fluores- 
cenzoptimums der Flavine, am besten bei p, = 7, liegt®). Neuer- 
dings fiihren wir die auf Fluorescenzmessung gegriindete Flavin- 
bestimmung auch im Zeissschen Stufenphotometer aus. 





4) R. Kuhn, IX. Intern. Kongr. f. reine u. angew. Chem., Madrid 1934, 
S. 128. 

5) Vgl. die genaue Messung der py-Abhiingigkeit der Flavinfluorescen2 
durch R. Kuhn u. G. Moruzzi, Ber. chem. Ges. 67, 888 (1934). 
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Ergebnisse. 


I. Die Bestimmung des Gesamtflavingehaltes der unter- 
suchten Pflanzen ergab die in Tab.2 zusammengefaBten Resultate. 




















Tabelle 2 
: Untersuchte Flavin pro g 
eae Menge Hitsuheotiaht 
ise Oa Bla we aL SS 200 g 0,5 
a a ae ee 200 g 0,5 
600 ccm 
Spinat (PreBeaft) ......... PreSsaft aus 1 kg 0,8 
pinat 
,» (im Vakuum getrocknet). . . 200 g 8—10 
(pro g Trockengew.) 
SE GD 6k ee ee ew 145 ccm 0,03 
Schale + PreBriickstand .... . 235 g 0,06 
DE fa 5 6 ee ee ee ee 200 g 0,1 
NN ca? fae Ga ww Be 200 g 0,2 
_ ee ee ee ee 200 g 1,0 
ee a 1kg 0,5 
Gras, im Vakuum getrocknet. . . . 1,2 kg 6 
(pro g Trockengew.) 
Pollenstaub von Birkenkitzchen . . 0,7 g 9 
+ » Pinus montana. . . 2¢g 2 


Zur Charakteristik der griinen und chlorophylidefekten (weiBen) Gersten- 
mutanten vom Albinotypus (Nilsson-Ehle), die hier seit langerer Zeit 
bearbeitet werden [Euler, Hereditas 13, 61 (1929); 18, 225 (1938)] wurde 
auch der Flavingehalt der Laubblitter und Coleoptile mehrerer Mutanten 
untersucht. Wiahrend sich zwischen weiBen und griinen Mutanten kein 
Unterschied ergab (in beiden Fallen 0,6 y pro Gramm Frischgewicht), zeigen 
die etiolierten Blatter durchgehend einen héheren Flavingehalt (0,85 y pro 
Gramm Frischgewicht) als die belichteten. 

Vergleicht man die gefundenen Flavinwerte mit den Angaben 
der Literatur iiber eine Vitamin B,-Wirksamkeit des betreffenden 
pilanzlichen Materials, so zeigt sich eine befriedigende Uberein- 
stimmung. 

So fanden M.H. Roscoe‘), sowie Aykroyd und Roscoe‘) 
die in Tab. 3 wiedergegebenen Vitamin B,-Wirkungswerte fiir eine 
Reihe von Gemiisen und Getreidefriichten, verglichen mit dem 
B,-Gehalt von Hefe. Die Werte (Spalte 2) stellen die tiglichen 





*) a) M. H. Roscoe, Biochemie. J. 24, 1754 (1930); b) Biochemic. J. 25, 
2050 (1931). 

‘) a) W.R. Aykroyd u. M. H. Roscoe, Biochemic. J. 28, 483 (1929); 
b) Lela E. Booher, J. of biol. Chem. 105, Scient. Proc. 28, 12 (1934) hat 
Flavin aus Weizen gewonnen. 
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Mindestdosen an Hefe bzw. an den gepriiften Nahrungsstoffen dar, 
die nétig sind, um an 40g schweren Ratten innerhalb yon 
5 Wochen eine ‘Gewichtszanshme von 50—60 g zu bewirken. Da 
aus friiheren Bestimmungen [?= 12>) der Flavingehalt von Trocken- 
hefe bekannt ist, sind wir imstande, aus den Vitamin B.- 

Wirkungswerten auch den Flavingehalt der Pflanzen zu errechnen, 
Wenn wir die Vorraussetzung machen, da fir die Vitamin B.- 
Wirkung allein der Flavingehalt der untersuchten Stoffe mab- 
gebend ist, so muB jede der von Aykroyd und Roscoe gefundenen 
Tagesdosen dieselbe Menge Flavin enthalten wie 0,1 g Trocken- 
hefe, nimlich 2—3 y; die sich aus diesen Daten ergebenden 
Flavinkonzentrationen der untersuchten Pflanzen sind in Spalte 4 
der folgenden Tabelle eingetragen. 









































Tabelle 3. 
1 | 2 | 8 4 
. Flavinkonzentration 
Auf Vitamin B, aegestone im ¢ Flavin in y/g 
gepriiftes Material | Trocken-| Frisch- gehalt |Trocken-| Frisch-_ 
gewicht | gewicht gewicht gewicht 
Hefe*) ..... 0,1 0,5 20—30 4—6 
Wasserkresse 0,2—0,4 | 2,5—5,0 5—15 | 0,4—1,3 
| 0,6 1,5 83—5 | 0,8—0,4 
Kohl, etioliert . . | 0,4—0,8 | 5,0—10,0 2,5—7,5 | 0,2—0,6 
Kohl, griin 0,4 5,0 5—7,5 | 0,4—0,6 
a 0,4 5,0 }2—B y 5—7,5 | 0,4—0,6 
Zwiebel. ... . 1,6 26,6 1,3—1,9 | 0,08-0,12 
Tomate®’).... 0,1—0,3 
Kartoffel. .... 0,1—0,3 
Weizen, ganz‘). 3—3,5 — 0,5—1 
Mais, ganz. . . . 8,5 — 0,5 














Die in Tab. 3, Spalte 4 angegebenen, nach dem Vitamin 


B,- Wert ermittelten Mavinkonzentrationen lassen eine in Anbetracht 
der verschiedenartigen Methodik recht gute Ubereinstimmung mit 
den fluorometrisch erhaltenen Werten (Tab. 2) erkennen. Ks ist 
zu beachten, daB die Angaben iiber den B,-Wirkungsgrad der 
Nahrungsstoffe bisweilen recht unsicher sind; das gilt in obiger 
Tabelle besonders fiir die Werte fiir Weizen und Mais. 

Auf die Parallelitat zwischen Flavingehalt und Vitamin B.,- 
Wirksamkeit haben schon R. Kuhn, P.Gyérgy und Th. Wagner- 
Jauregg®) hingewiesen, und wir konnten diese Erscheinung durch 





6) Klin. Wochenschr. 12, 1241 (1933). 
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quantitative Schitzung des Flavinvorkommens bei tierischen 
Organen bestitigen’*). Im reinen Lactoflavin haben R. Kuhn, 
P.Gyérgy und Th. Wagner-Jauregg®) das bisher best wirksame 
Vitamin B,-Praparat gefunden. Die vorliegenden Flavinmessungen 
an hdheren Pflanzen geben nun ein gleiches Bild wie am 
tierischen Material und machen es wahrscheinlich, daB auch die 
pflanzlichen Flavine allgemein Vitamin B,-Natur besitzen. 

Wie sich aus den oben angestellten Vergleichen zwischen 
Vitamin B,-Wert und Flavingehalt von Pflanzen ergibt, scheint 
die fir das normale Wachstum von jungen Ratten notwendige 
tigliche Flavinmenge in der Héhe von 2—3 y zu liegen. Dieser 
Wert diirfte ziemlich sicher gelten fiir Hefe und fiir die unter- 
suchten Pflanzen. Dagegen scheinen auch Flavinquellen zu exi- 
stieren, deren tigliche Minimaldosis héher liegt, als einer Flavin- 
zufuhr von 2—8 y entspricht (HiihnereiweiB, Milch), und es liegt die 
Annahme nahe, daB solchen Nahrungsmitteln ein weiterer Wachstums- 
faktor fehlt oder mangelt, der in Hefe sowie in griinen Gemiisen ent- 
halten ist. Eine andere Méglichkeit ist die, daB nur ein Teil des 
tuorometrisch bestimmbaren Flavingehaltes solcher Stoffe Vitamin 
B,-Wirksamkeit besitzt. — Es ist ferner darauf hinzuweisen, 
da8 die nétige Tagesdosis an Lactoflavin (8—10 y) unter den 
von P. Gyérgy, R. Kuhn und Wagner-Jauregg angewandten 
Priifungsbedingungen erheblich iiber der Flavinmenge von 2—3 7 
liegt, die nach dem oben Gesagten bei Verabreichung in Form 
von natiirlichem pflanzlichen Material die ausreichende Tagesdosis 
darstellt. Auf diese Verhialtnisse und die sich daraus ergebenden 
Folgerungen werden wir in einer demniachst erscheinenden Mit- 
teilung mit P.Karrer zuriickkommen. 

II. Freies und hochmolekular gebundenes Flavin in frischem 
Spinat. Die Grundlagen fiir die Bestimmung von freiem und hoch- 
molekular gebundenem Flavin in verschiedenen Ausgangsstoffen 
haben wir vor kurzem erértert!°), Fir Spinat fanden wir folgendes: 

1. Gesamtflavinbestimmung: 150 ccm eines PreBsaftes 
aus frischem, in der Fleischmiihle zerkleinertem Spinat wurden 
mit gleichem Volumen 95 °/,igem Alkohol versetzt, 10 Minuten 
auf 70° erwarmt, zentrifugiert, das Sediment mit 50 °/,igem Al- 
kohol gewaschen. Nach Adsorption aus salzsaurer Lisung an 
Fullererde, Elution und Einengen im Vakuum wird im so erhaltenen 





*) Diese Z., 228, 21 (1934). 
”) H. v. Euleru. E.Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiy. kemi 11 B, 28 (1934). 
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gelblichen Konzentrat das Flavin fluorometrisch bestimmt: 1 ccn 
frischer PreBsaft enthalt 0,8 y Gesamtflavin. 


2. Dialysierbarkeit des Flavins. 40 ccm des frischey 
PreBsaftes wurden bei 0° aus einer Kollodiumhiilse (hergestel]; 
aus 4°/ iger alkoholisch-atherischer Kollodiumlésung) gegen mig. 
lichst wenig Wasser dialysiert. Die AuBenflissigkeit wurde inner. 
halb 48 Stunden 3 mal erneuert. Insgesamt waren von den 32 , 
Flavin, die sich in der Hiilse befanden, nur ungefahr 5 y nach 
auBen dialysiert. 

3. Bestimmung des nicht dialysierbaren Anteiles, 
400 ccm frischer PreBsaft wurden gegen flieBendes Wasser 
(Temp. 5—6°) 24 Stunden dialysiert. In der Innenfliissigkeit 
wurde dann nach Fallung mit Alkohol (Freilegung des Flavins) 
ein Flavingehalt von 0,6—0,7 y pro Kubikzentimeter PreBsaft ge- 
funden. 

Im frischen Spinat liegen also 75—90 °/, des gesamten Fa- 
vins in nicht dialysierbarer Form vor. 
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Uber das Prodigiosin, 
den roten Farbstoff des Bacillus prodigiosus. VI. 


Von 


Fritz Wrede und Alexander Rothhaas. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie der Universitat Greifswald.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juni 1934.) 





Im Prodigiosin, das nach unseren Untersuchungen ) die Formel 


R R, OCH, 
I | | | 

an ie 
NH | N (R, + R, + R, = C,H,;) 


aa 

we 
hat, muBte noch der Bau von Ring I geklart werden. Wie wir 
schon friither mitteilten, handelt es sich bei ihm um ein substi- 
tuiertes Pyrrol von der Formel C,,H,,N, das recht ungewohn- 
liche Eigenschaften zeigt. Es bildet sich aus Prodigiosin beim 
Erhitzen mit Natronkalk, auch beim Erhitzen mit Jodwasserstoff— 
Hisessig; seine Reinheit und Einheitlichkeit konnte u. a. durch 
die Analyse von gut krystallisierten Derivaten (Chloroaurat und 


 Chloroplatinat) des durch katalytische Hydrierung gewonnenen 


Pyrrolidins erwiesen werden. — Bei der erschépfenden Methy- 
lierung des aus dem Pyrrol dargestellten Pyrrolidins wurden zwei 
CH,-Gruppen angelagert, wodurch bewiesen war, daB die NH-Gruppe 
des Pyrrols nicht substituiert ist; ebenso konnte gezeigt werden, 
da8 mindestens eine CH-Gruppe des Pyrrolringes nicht substi- 


 tuiert ist, da das Pyrrol mit Diazobenzolsulfos’ure zu einem 
' Monoazofarbstoff kuppelte. Aus den ,,paraffinihnlichen Léslich- 
_ keitseigenschaften* des Pyrrols wurde auf die Anwesenheit langer 
_ aliphatischer Seitenketten geschlossen. — Wir berichteten friiher, 
| daB die iblichen Methoden zur Konstitutionsaufklirung von Pyrrol- 





1! F. Wrede u. A. Rothhaas, Diese Z. 219, 267 (1933); 222, 203 
m (1933), 
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derivaten hier versagten; jedenfalls fiihrten sie nicht zu charakteri. 
sierbaren Substanzen. Die Versuche zum Abbau des Pyrrols 
waren dadurch noch weiter sehr erschwert, da nur sehr geringe 
Mengen zur Verfiigung standen. Aus 2 g des recht miihsam zy 
gewinnenden Prodigiosins konnten etwa 0,49 g Pyrrol gewonney 
werden! Mit dieser kleinen Menge konnten die in der vorliegenden 
Abhandlung beschriebenen Reaktionen, die eine weitgehende Klirung 
des Molekilbaues ergaben, durchgefiihrt werden. Die so ge. 
wonnenen Erkenntnisse erlaubten weiterhin die Synthese des 
Pyrrols C,,H,,N, durch die dann die Konstitution restlos sicher. 
gestellt wurde. 

Bei der Oxydation des Pyrrols mit Chromsiure (in Eisessig) 
entstand u.a. eine 6lige Substanz, die durch Destillation i. V, 
einigermaBen rein gewonnen werden konnte. Die Vermutung lag 
nahe, daf es sich um ein Derivat des Maleinimids (II) handelte. 
Sie nahm bei der katalytischen Hydrierung mit Palladium—Koble 
Wasserstoff auf. Das hydrierte Produkt krystallisierte; die Ana- 
lyse ergab die Formel C,H,,O,N. Fiir diese Substanz wurde die 
Konstitution I angenommen, die dann auch durch Synthese be- 
wiesen wurde (vgl. 8.99 u. 101). Ks ist also bei der Oxydation 
der beiden a@-standigen CH-Gruppen nur ein Kohlenstoff-Atom 
abgesprengt worden, wodurch bewiesen ist, daB das Pyrrol 
C,,H,,N eine Methylgruppe in @-Stellung trigt. 

Um iiber die Natur der weiteren 5 Kohlenstoffatome, die auf die 
8- und #’-Stellung als Substituenten zu verteilen sind, Klarheit zu ge- 
winnen, wurde das eben erwihnte dlige Maleinimid (II) durch Verseifung 
in die entsprechende substituierte Maleinsiure (III) tibergefiihrt und ver- 
sucht, diese durch Ozoneinwirkung zu spalten: 


R,HC——CHR, R,C— CR, B,O-—--~-OR, 


ot : bo ee ot . bo — doo doou 
ai” nd 





NH NH 
R,CO COR, 
omenetiie + | (R, + R, = C,H.) 
OOH COOH 


DaB diese Reaktion auch bei Verwendung kleiner Mengen durchfiihrbar 
ist, konnte an der Dimethyl-fumarsiure gezeigt werden: Die hier gebildete 
Brenztraubensdure lieB sich sehr gut in Form ihres charakteristischen 
Phenylhydrazons isolieren. Als die Ozon-Spaltungsmethode auf die aus 
Prodigiosin gewonnene substituierte Maleinsiure angewandt wurde, lieB sich 
aber aus den Spaltprodukten keine Substanz isolieren, die zur Aufklarung 
der Konstitution dieser Sdure hitte dienen kénnen. (Dieses negative Er- 
gebnis wurde uns verstindlich, nachdem wir den eigenartigen Molekiilbau 
der Maleinsiure auf anderem Wege erkannt haitten, vgl. u.). 
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Wir versuchten nun, das Pyrrol C,,H,,N mit Kalium- 


permanganat (in Aceton) zu oxydieren. Wir hofften, daB bei 


dieser Oxydation Carbonsiuren entstiinden, die die in f- und /’- 
Stellung befindlichen Substituenten des Pyrrols charakterisieren 


wurden: 


R,C——CR, R,C— CR, R,COOH 


| | — >» aay + (R, + R, = C,H) 
NH NH 


Es lieB sich nach der Oxydation nur eine Siure gewinnen, deren 
Analyse fiir eine Capronsiure C,H,,0O, sprach. Dadurch ist der 
Beweis erbracht, daB nur eine der f-Stellungen substituiert ist, 
und zwar durch einen Amylrest. Das Pyrrol C,,H,,N (Ring I) ist 
damit als ein a-Methyl-f (oder f’)-amyl-pyrrol charak- 
terisiert. 

Kinige Schwierigkeiten bereitete noch die Beantwortung 
der Frage, welcher Art der in f-Stellung befindliche Amylrest 


| ist, Es gibt bekanntlich acht isomere Capronsiuren. Von der durch 


Oxydation des Pyrrols gewonnenen Capronsaure standen uns nur 
wenige Milligramm zur Verfiigung. Diese Menge geniigte nicht 
zur genauen Bestimmung des Siedepunktes oder einer anderen 
charakteristischen Konstante. Erwihnt sei, daB die acht isomeren 
Capronsiuren durch Siedepunkte und ‘ihnliche Konstanten iiber- 
haupt nur schwierig zu identifizieren sind. — Wir haben die 
Mithe nicht gescheut, samtliche 8 Capronsiuren synthetisch zu 
bereiten und von ihnen Derivate herzustellen, von denen wir 
hofftten, daB sie zur Identifizierung der betreffenden Saure ge- 
eignet sein wirden. Hierfiir schienen uns die p-Phenyl-phen- 
azylester}) passend, da diese fast durchweg gut krystallisiert sind 
und sich auch bei Verwendung von kleinsten Mengen darstellen 
lassen. — Die aus Prodigiosin—Pyrrol gewonnene Capronsiure 
gab einen Phenyl-phenazylester, der bei 69° schmolz. Die Ester 
der acht isomeren Capronsiuren zeigen folgende Schmelzpunkte: 


1, CH,CH,CH,CH,CH,COOH; Schmelzp. 69—70°, 
2. (CH,),CH CH,CH,COOH; Schmelzp. 69—70°, 

3. CH,CH,CH(CH,)CH,COOH (rac.); Schmelzp. 47°, 
4, CH,CH,CH,CH(CH,)COOH (rac.); Schmelzp. 46°, 





1) N. L. Drakeu. J. Bronitzky, Amer. Soc. 52, 3715 (1930); F. Wrede 
u. A. Rothhaas, Ber. chem. Ges. 67, 739 (1934). 
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5. (CH,),CH CH (CH,)COOH (rac.); Schmelzp. 73,5°, 
6. CH,CH,C (CH,),COOH; Schmelzp. 86,5°), 

7. (CH,),C CH,COOH; Schmelzp. 92°, 

8. (CH,CH,),CH COOH; Schmelzp. 75,5°. 


Danach kann es sich bei der gesuchten Capronséure nur um |, 
oder 2. handeln?). Um zwischen diesen beiden Méglichkeiten 2y 
entscheiden, wurde aus der Prodigiosin—Capronsaure in bekannter 
Weise das Amid bereitet. Dies zeigte einen Schmelzpunkt von 
99°, ebenso wie das Amid der n-Capronsiure (1), [wihrend das 
Amid der Isocapronsiure (2) einen Schmelzpunkt von 119° hat} 
Damit ist also bewiesen, daB sich in dem Pyrrol aus Pro. 
digiosin in f- oder f’-Stellung eine n-Amylgruppe be- 
findet. 

Zur Sicherung der vorliegenden Ergebnisse wurde das /-n- 
Amyl-succinimid auf synthetischem Wege gewonnen. Diese Syn- 
these wurde so durchgefiihrt*’): Aus n-Amyljodid und Na-Malon- 
siureester wurde n-Amylmalonsiureester (IV) dargestellt; dessen 
Na-Salz wurde mit Chloressigsiureester umgesetzt; der so ent- 
standene Tricarbonsaureester (V) wurde verseift (VI); durch Er. 
hitzen wurde unter Kohlensaiureabspaltung die n-Amylbernstein- 
siure gebildet; deren Ammoniumsailz (VI) ging beim Erhitzen auf 
180° unter Abspaltung von Ammoniak in guter Ausbeute in das 
n-Amylsuccinimid (VIII) iiber: 





') Die Verbindungen 1. und 6. wurden schon von Drake und Bro- 
nitzky beschrieben; sie gaben fiir den Ester von 1. den Schmelzpunkt zu 
65° an. — Die von uns angegebenen Schmelzpunkte der Phenazylester 
wurden von solchen Priparaten genommen, die aus verdiinntem Alkohol 
krystallisiert gewonnen worden waren. — LiBSt man die Schmelze nach 
Nehmen des Schmelzpunktes wieder erstarren, so ist dann der Schmelzpunkt 
hiufig etwas tiefer geworden. Diese Anderung hingt vielleicht von der 
Geschwindigkeit der Krystallbildung, vielleicht auch von der Krystall- 
gréBe ab. 

%) Es ware naheliegend gewesen, den Ester aus Prodigiosin—Capron- 
sdure mit dem der Capronsiure 1. bzw. 2. zu mischen, um aus einer De- 
pression oder Nichtdepression des Schmelzpunkts auf eine Identitit zu 
schlieBen. Die Verhiltnisse liegen hier kompliziert: Die Ester von Capron- 
siure 1. und 2. gemischt zeigen keine Herabsetzung des Schmelzpunktes, 
sondern sogar eine leichte Erhéhung. Ebenso zeigt auch der Ester der 
Prodigiosin-Capronsdure, mit dem Ester von 1. oder 2. gemischt, keine 
Schmelzpunktsdepression. — In aihnlicher Weise geben auch die Gemische 
der Amide von 1. und 2. keine typische Depression, der Schmelzpunkt liegt 
zwischen denen der einzelnen Komponenten, bei etwa 110°. 

5) Vgl. dazu auch R. Fittig, Liebigs Ann. 304, 308 (1899). 
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C00C,H, G00G.z, COOH 
| 
C,H,,C-COOC,H, —» C,H,,-C-COOC,H, —>» C,H,-¢-COOH 
| é 
Vv H V__sCH,-C00C,H, VI CH,-COOH 
C,H,,-CH-COONH, C,H,,*CH—CO. 
sil l =i >NH 
VII CH,-COONH, VIII CH,—CcO 


Die so gewonnene Substanz zeigte die gleichen Eigenschaften 
wie die auf 8.96 u, 101 beschriebene Verbindung. Der Misch- 
schmelzpunkt ergab keine Depression. 


Synthese des Pyrrols C,,H,,N. 


Das Pyrrol konnte nach den obigen Beobachtungen nur ein 
¢-Methyl-8 (oder f’)-n-amyl-pyrrol sein. Beide Substanzen wurden 
synthetisiert. Das aw-Methyl-f’-n-amyl-pyrrol zeigte einen 


' anderen Siedepunkt als das aus Prodigiosin gewonnene Pyrrol, 
- auch waren die aus ihm gewonnenen Derivate nicht mit den aus 
_ Prodigiosin—Pyrrol bereiteten identisch. Die Beschreibung der 
| Synthese und der hierbei gewonnenen Produkte soll gelegentlich 
- an anderer Stelle erfolgen. 


Das a-Methyl-f-n-amyl-pyrrol wurde aus 2-Amino- 


octanon-(3) und Oxalessigester gewonnen: 


CH,(CH,), 2 CO H,C 4 COOC,H,; CH,(CH,), 4 Cc——C ‘s COOC,H, 
ad | I 
CH,-CH ob.co0c,H, CH,-C C-CO0C,H, 
NH, NH 
CH, (CH,),-C——CH 
| 
a a I 
CH,-C CH 
el 
NH 


| Das Amino-octanon wurde folgendermaBen dargestellt: 


CH,(CH,),coo. —-G8"_, o1,(CH,),COCH,CH, 


+HNO: _, CH,(CH,),COC(: NOH)CH, 
> OH,(CH,),COCH(NH,)CH, 








+2H; 





| Das bei der Nitrosierung des Athyl-n-amyl-ketons erhaltene Iso- 
uitrosoprodukt war fast ausschlieBlich das von uns gewiinschte 
Uctanon-(3)-oxim-(2)1), nicht das Octanon-(3)-oxim-(4). Der Beweis 
dieser Konstitution wurde dadurch erbracht, daB es mit Hydro- 





') G. Ponzio, A. de Gaspari, Gaz. chim. ital. 28, II, 273 (1898). 
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xylamin das schon bekannte Octan-dioxim-(2,3)') vom Schmelz. 


punkt 171° ergab. 

Das auf diesem Wege gewonnene Pyrrol zeigte alle Eigen. 
schaften des Prodigiosin—Pyrrols: Es hatte den gleichen Siede. 
punkt, denselben Brechungsexponenten und dieselbe Dispersion: 
beide Pyrrole zeigten nach Versetzen mit Ehrlich-Reagens ein 
Absorptionsmaximum von 551 wu; beide lésten sich nicht in 
15°/,iger Salzséure, sie gaben mit Goldchlorid sofort starke Re. 
duktion; das aus dem synthetischen Pyrrol durch katalytische 
Hydrierung gewonnene Pyrrolidin gab ein schwerlésliches Chloro. 
aurat, dessen Schmelzpunkt nahe bei dem des Chloroaurats von 
aus Prodigiosin erhaltenem Pyrrolidin lag’), sowie ein schwerlis- 
liches, auffallig hellgelbes Chloroplatinat vom Zersetzungsp. 212 
bis 214°. 

Somit ist bewiesen, daB das Pyrrol C,,H,,N aus Pro- 
digiosin (Ring I) das @-Methyl-@-n-amyl-pyrrol ist. Die 
Konstitutionsformel des Prodigiosins ist damit folgen- 
dermafen festgelegt: 








CH,(CH,),: | iki CH, 
CH, -\_7—_C ZA 
NH | N 
Nendil 





Experimenteller Teil. 
Oxydation des Pyrrols C,,H,,N mit Chromsdure. Das Pyrrol 
wurde aus Prodigiosin durch Destillation mit Natronkalk nach 


der friiher beschriebenen Methode dargestellt*) Aus 2 g Pro- 
digiosin erhielten wir 0,49 g reines Pyrrol. — 175 mg Pyrro!, 





1) R. Locquin, Bull. Soc. chim. [3] 31, 1167 (1904). 

*) Der Schmelzpunkt des Chloroaurats wurde friiher von uns zu 105° 
angegeben [Diese Z. 216, 74 (1933)]. Inzwischen fanden wir ihn — auch 
bei éfters umkrystallisierter, analysenreiner Substanz — tiefer und héher. 
Dies ist dadurch zu erkliren, da8 in dem Pyrrolidin zwei asymmetrische 
Kohlenstoffatome vorliegen, die zwei stereoisomere Racemverbindungen 
geben miissen. In dem Chloroaurat diirfte somit ein wechselndes Gemisch 
dieser beiden Racemverbindungen vorliegen, dessen Trennung aus Mangel 
an Material bisher nicht durchgefiihrt wurde. — Der Zersetzungspunkt des 
synthetischen und des aus Prodigiosin gewonnenen Chloroplatinats ist da- 
gegen konstant und typisch bei 212—214° [Diese Z. 215, 75 (1933)]. 

5) F. Wrede und A. Rothhaas, Diese Z. 215, 72 (1933). 
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in 5 com Hisessig gelést, werden allmahlich mit 464 mg Chrom- 
siureanhydrid (entsprechend 6 Atomen Sauerstoff pro Molekiil 
Pyrrol) in 2,5 com Wasser versetzt. Die zuerst entstehende dunkle 
Fallung lost sich allma&hlich auf, wenn etwa 5 Stunden auf 60° 
erwirmt wird. Die griine Liane wird im Vakuum stark ein- 
geengt, dann mit etwa 30 ccm Wasser und mit so viel Soda 
yersetzt, daB die Reaktion deutlich alkalisch ist. Die von Chrom- 
hydroxyd getribte Flissigkeit wird nun 24 Stunden am Perkolator 
mit Ather extrahiert. Der Atherextrakt wird mit Natriumsulfat 
getrocknet, dann eingedampft, der fliissige Riickstand wird im 
Hochvakuum (im evakuierten Rohr) destilliert. Zwischen 90° 
und 130° gehen langsam Glige Tropfen iiber, sie wiegen etwa 
40 mg. Eine Krystallisation dieses Ols war nicht zu erreichen. 


Der Geruch ist Ahnlich dem der Maleinimide. 


40 mg des Ols werden in 4 ccm Kisessig gelést und mit 
Palladiumkohle im Wasserstofistrom einige Stunden geschiittelt. 


_ Es werden 3,9 ccm Wasserstoff aufgenommen [die Theorie (fiir 
' (,H,,0,N) erfordert 5,37 com H]. Es wird filtriert, der Eisessig 
' wird im Vakuum abgedampft. Der Riickstand erstarrt zu einer 
_ salbenthnlichen Krystallmasse. Diese wird auf Ton abgepreBt, 
- mit wenig kaltem 50°/,igen Alkohol gewaschen und im Vakuum 


iiber P,O,; getrocknet. Ausbeute etwa 20 mg. 


3,336, 4,703 mg Subst.: 7,835, 11,00 mg CO,, 2,67, 3,76 mg H,O. — 
1,53 mg Subst.: 0,109 cem N (18°, 759 mm). 


C,H,,0,N (169,1) Ber. C 63,89 H 8,94 N 8,29 
Gef. ,, 64,05 » 8,96 » 8,35 
» 63,79 » 8,95. 


Die Substanz bildet schneeweiBe Krystallblittchen vom 


Schmelzp. 87°, die sich schwer in kaltem, leichter in warmem 
_ Wasser, leicht in Alkohol und in Ather, fast gar nicht in Petrol- 
' ither lésen. 


Oxydation des Pyrrols C,,H,,N mit Kaliumpermanganat. 225 mg 


: Pyrrol, in 13 com reinem, iiber KMnO, destilliertem Aceton ge- 
list, werden mit einer Lisung von 1,58 g KMnO, (= 10 Atome 
| Sauerstoff pro Molekil) in 50 ccm reinem Aceton versetzt. 


Es wird 2 Stunden auf 50° erwirmt, wonach die Permanganat- 
farbe beinahe verschwunden ist. Nach Zusatz von etwas Wasser 


| wird das Aceton im Vakuum fast vollig entfernt. In die waBrige 
| Lésung wird Schwefeldioxyd bis zum Verschwinden des Braun- 


steins eingeleitet. Die saure Lésung wird mit Ather am Perkolator 
extrahiert, der Atherextrakt wird mit Natriumsulfat getrocknet 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCOXXVI. 8 
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dann eingedampft, der Riickstand wird im Vakuum (12 mm) destil. 
liert. Die zwischen 90—110° iibergehende Fraktion (etwa 75 mg) 
wird nochmals im Vakuum destilliert, wobei sie konstant bej 
100° Badtemperatur iibergeht. 

5,095 mg Subst.: 11,47 mg CO,, 4,61 mg H,O. 

Capronsiure C,H,,0, (116,1) Ber. C 62,02 H 10,42 

Gef. ,, 61,40 », 10,13. 

Die wasserklare Flissigkeit zeigt den Geruch und die Kigen. 
schaften der Capronsiaure. 

Phenyl-phenazylester: 34 mg der aus dem Pyrrol ge. 
wonnenen Capronsdure werden mit 1°/,iger Natronlauge nev. 
tralisiert, dann mit einer Spur Salzsiiure gerade lackmussauer 
gemacht. Hierzu wird eine Lésung von 81 mg p-Phenyl-bron- 
acetophenon?) in 2 ccm Alkohol gegeben, das Gemisch wird in 
einem kleinen Kélbchen unter Riickflub 1 Stunde zum Sieden 
erhitzt. Beim Abkihlen krystallisiert der Ester aus. Er wird 
abgesaugt, aus etwa 2 ccm 60°/,igem Alkohol umkrystallisiert 
und im Vakuum iiber P,O, getrocknet. Die Substanz ist frei 
von Stickstoff und Halogen. 

4,648 mg Subst.: 13,175 mg CO,, 2,99 mg H,0. 

C,H,,C00 (C,H, + C,H, - COCH,) = C,,H.,0, (810,3) 

Ber. C 77,88 H 7,15 Gef. C 77,31 H 7,20. 

Die in weiBen Nadeln krystallisierende Substanz schmilzt 
bei 69° Sie zeigt die Léslichkeit der Phenyl-phenazylester. 
Der Schmelzpunkt von 69° weist darauf hin, daB es sich bei der 
dem Ester zugrunde liegenden Capronsiure nur um die n- oder 
iso-Capronsiure handeln kann (vgl. S. 98). 

Amid der Capronsiure: 5 mg der Capronsiure werden 
in ein Glasréhrchen von 3 mm lichter Weite mit trockenem 
Ammoniak in das feste Ammoniumsalz iibergefiihrt. Das Réhrchen 
wird dann méglichst kurz abgeschmolzen und 5 Stunden im Olbad 
auf 230° erhitzt?). Die beim Abkiihlen erstarrte Schmelze wird 
auf Ton gestrichen, 2mal mit wenig Wasser nachgewaschen, 
getrocknet und im Vakuumréhrchen sublimiert. Die weifen 
Krystalle schmelzen bei 98—99° und geben mit dem Amid aus 
n-Capronsiure keine Depression (das Amid der Isocapronsiure 
wurde in gleicher Weise hergestellt; es schmilzt bei 119°). 


1) N.L. Drake und J. Bronitzky, a. a. O. 
*) A. W. Hofmann, Ber. chem. Ges. 15, 983 (1882); 17, 1411 (1884) 
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Synthese von n- und iso-Amyl-succinimid. Der n-Amyl-malon- 


| siureester wird in iiblicher Weise aus n-Amylbromid und Na- 
_ malonester dargestellt. Er bildet eine wasserklare dlige Flissig- 


keit vom Siedep. 255—260° — 23 g dieses Esters werden mit 
12,5 g Monochloressigsiureester gemischt und portionsweise zu 
einer Lésung von 2,3 g Natrium in 30 ccm absolutem Alkohol 


gegeben. Die Mischung wird einige Stunden gekocht, bis die 
| Reaktion neutral ist. Nach Abdestillieren des Alkohols wird 
| Wasser zugesetzt und mehrmals ausgeithert. Der Riickstand des 


Atherextraktes bildet ein dickes Ol, es wird mit einer Liésung 


' yon 1,5 Teilen Kaliumhydroxyd (in geniigender Menge Alkohol 
| gelést) 2 Stunden gekocht. Es wird nun mit Wasser und mit 
Salzsiure bis zur stark sauren Reaktion versetzt, dann mehrmals 
| mit Ather ausgeschiittelt. Der Atherriickstand enthilt die Tri- 
_ carbonsiiure (Formel VI, S. 99). Dieser Riickstand wird in der 
| etwa 3fachen Menge Wasser geliést und einige Stunden im 
' kochenden Wasserbad erhitzt, bis keine Kohlensiure mehr ent- 
' weicht (die sonst iibliche Decarboxylierung von Malonsiurederi- 
' yaten durch trockenes Erhitzen auf 160—180° ist hier nicht 
_ anwendbar, da Anhydridbildung erfolgt!). Die Losung, in der sich 
_ de n-Amylbernsteinsiure befindet, wird mit Ather ausgezogen. 
| Der Ather gibt beim Eindampfen einen Syrup, der im Verlauf 
' von Tagen zum Teil krystallisiert. Die Krystalle werden durch 
| Pressen auf Ton isoliert, in wenig Ather gelést, die Lésung wird 
| nit Petrolither versetzt und auf ein kleines Volum eingedampft. 
 Beim Stehen der Liésung erscheinen weibe Krystalldrusen. Sie 
_ werden abgesaugt und bei 50° im Vakuum getrocknet. 


3,279 mg Subst.: 6,835 mg CO,, 2,47 mg H,0. 
C,H,.0, (188,1) Ber. C 57,44 H858 Gef. C 56,85 H 8,43. 


Die n-Amylbernsteinsaure list sich leicht in Wasser, Ather 


‘und Alkohol, schwer in Petrolither. Sie schmilzt bei 80°; ober- 


halb des Schmelzpunktes erfolgt Aufschiumen, wobei sich offen- 


bar das Anhydrid bildet. — Zur Bereitung des n-Amyl-succin- 
imids wird der mit Krystallen durchsetzte Syrup mit Ammoniak 


alkalisch gemacht, die Lésung wird im Vakuumexsiccator zur 


} Trockene gebracht. Etwa 2g des Ammoniumsalzes werden im 
Reagensglas eine Viertelstunde auf 180° (Olbad) erhitzt; dabei — 
| bildet sich reichlich Ammoniak. Beim Abkiihlen erstarrt die 


Schmelze zu einem Krystallkuchen. Dieser wird auf Ton ab- 


 gepreBt und mit wenig Wasser gewaschen. Die Substanz wird 


g* 


j 
i 
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aus etwa 50°/,igem Alkohol umkrystallisiert und im Vakuum 
tiber P,O, getrocknet. 


4,784 mg Subst.: 11,21 mg CO,, 3,81 mg H,O. — 3,436 mg Subst, 
0,254 cem N (20°, 746 mm). 


C,H,,0,N (169,1) Ber. C 63,89 H8,94 N 8,29 
Gef. ,, 63,91 ,, 8,91  ,, 8,45. 

Das n-Amylsuccinimid bildet schneeweiBe Krystallblittchen 
vom Schmelzp. 88°. Mit dem durch Oxydation des Prodigiosin- 
Pyrrols gewonnenen Succinimid (vgl. 8.96 u. 101) gibt die Sub. 
stanz keine Spur von Depression. Die Léslichkeit ist ebenso wie 
die dort beschriebene. 

In ganz analoger Weise wird das iso-Amylsuccinimid 


bereitet. Dieses hat sehr ihnliche Eigenschaften wie die »n- 


Verbindung. 


4,754 mg Subst.: 11,09 mg CO,, 3,79 mg H,O. — 4,438 mg Subst.: 
0,326 ccm N (20°, 756 mm). 


C,H,;0,N (169,1) Ber. C 63,89 H894 N 8,29 
Gef. ,, 63,62 ,, 892 ,, 8,51. 

Der Schmelzpunkt liegt sehr nahe bei dem der n-Verbindung, 
nimlich bei 89,5°. Doch geben die beiden Substanzen gemischt 
eine sehr starke Schmelzpunktsdepression (10—15°); dieselbe 
Depression zeigt auch ein Gemisch des Succinimids aus Prodi- 
giosin mit dem Iso-amylsuccinimid. 


Synthese des Pyrrols C,,H,,N. Octanon-(3)-oxim-(2). Das 
als Ausgangsmaterial benutzte Athyl-n-amyl-keton wurde durch 
Einwirken von 1 Mol Zinkathyl auf 2 Mol n-Capronylchlorid (in 
Kohlensiure-Atmosphire) hergestellt +). — Ein Gemisch von 64¢ 
des Ketons und etwa 7 ccm konzentrierter Salzsiure wird unter 
Hiskiihlung und starkem Schiitteln allmahlich mit 60 g Amylnitrit 
versetzt. Nach kurzem Stehen wird Natronlauge im Uberschub 
zugegeben (zur Bildung des wasserléslichen Na-Salzes des Iso- 
nitrosoketons). Dann wird mit Ather der bei der Reaktion ent- 
standene Amylalkohol entfernt. Die waBSrige Liésung wird nu 
unter Kiihlung mit Salzsiure kongosauer gemacht, wobei sich 
das Isonitrosoketon als Ol abscheidet. Es wird mit Ather aui- 
genommen; die Atherlisung wird mit Calciumchlorid getrocknet 
und abgedampft. Der Riickstand wird im Vakuum destilliert. 


1) G. Ponzio und A. de Gaspari, a. a. O. 
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die bei 10 mm Druck und 130° konstant iibergehende Fliissigkeit 
stellt das gesuchte Isonitrosoketon dar. 

4,540 mg Subst.: 10,16 mg CO,, 3,90 mg H,O. — 3,998 mg Subst.: 
0,301 cem N (17°, 766 mm). 


C,H,;0,N (157,1) Ber. C 61,13 H9,62 N 8,92 
Gef. ,, 61,02 ,, 9,61 ,, 8,93. 


Die Substanz bildet ein ganz schwach gelb gefirbtes Ol, das 
in Kis erstarrt und bei + 13° schmilzt?). Es lést sich wenig in 
Wasser, leicht in Alkohol und Ather. 


Octan-dioxim-(2,3). Molare Mengen von Hydroxylamin- 
chlorhydrat und Natriumhydroxyd werden in wenig Wasser gelist, 
dann mit dem gleichen Volum Alkohol und der Aquimolaren 
Menge des obigen Isonitrosoketons versetzt. Dann wird mit 
Kssigsiure angesiuert und einige Minuten zum Sieden erhitzt. 
Beim Stehen krystallisiert das Dioxim in weifen Krystallen aus, 
die zur Reinigung aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert werden. 

4,836 mg Subst.: 9,88 mg CO,, 4,04 mg H,O. — 2,730 mg Subst.: 
0,378 eem N (18°, 760 mm). 

C.H,,0,N, (172,1) Ber. C 55,89 H9,37 N 16,28 

Gef. ,, 55,72 ,, 9,85 ,, 16,24. 

Die Krystalle schmelzen scharf bei 171°?), wihrend die vom 

Octan-dioxim-(3,4) bei 189—141° schmelzen sollen’). 


Octanon-(3)-amin-(2). Die Reduktion des obigen Isonitroso- 
ketons wird in iiblicher Weise mit Zinnchloriir und Salzsiure 
durchgefiihrt*). Nach Entfernen des Zinns mit Schwefelwasser- 
stofi wird im Vakuum eingedampft; es hinterbleibt ein Syrup, der 


_ nicht krystallisierte. Auch Salze mit Goldchlorid, Platinchlorid, 


Pikrinséure und dergl. konnten bisher nicht krystallisiert ge- 


wonnen werden. 


é-Methyl-8-n-amyl-pyrrol. 15 g Oxalessigester werden 


unter Kiskiihlung mit 80ccm 10°/,iger Kalilauge versetzt, zu der 
| Losung wird das sirupése salzsaure Octanon-(3)-amin-(2) [aus 


12 g Octanon-(3)-oxim-(2) bereitet] in kleinen Portionen gegeben. 
Das Gemisch bleibt bei Zimmertemperatur 3 Tage stehen, wo- 


nach es noch alkalische Reaktion zeigen muf. Es wird nun 
mit Ather ausgeschiittelt (Atherextrakt: Ester des Methyl-amyl- 


1 


) Vgl. dagegen R. Locquin, a. a. O. ?) R. Locquin, a. a. O. 
*) B. Fileti u. G. Ponzio, Gaz. chim. ital. 28, II, 264 (1898). 
‘) 8S. Gabriel u. G. Pinkus, Ber. chem. Ges. 26, 2197 (1893). 
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pyrrols + basische Verunreinigungen). Dann wird die Lisung mit 
Salzsiiure kongosauer gemacht und wieder ausgeiithert (Atherextrakt: 
Pyrrolcarbonsiuren). Die Atherextrakte werden vereinigt und 
abgedampft. Der Riickstand wird mit 10°/,iger alkoholischer 
Kalilauge 3 Stunden am Riickflubkiihler gekocht (um Ester des 
Methyl-amyl-pyrrols zu verseifen). Dann wird mit Wasser ver- 
setzt und mit Ather zur Entfernung von Verunreinigungen aus- 
geschiittelt. Die waiBrige Lésung wird mit Salzsiure kongosauer 
gemacht, die Carbonsiuren des Methyl-amyl-pyrrols werden mit 
Ather ausgeschiittelt. Sie werden nach Abdampfen des Athers 
mit etwa der 10fachen Menge Natronkalk innig verrieben und 
nach der friiher beschriebenen Methode im Rohr unter Wasser- 
stoffdurchleiten trocken destilliert!).— Das in Ather aufgefangene 
Destillat wird vom Ather befreit. Der sirupése Riickstand wird 
bei 10 mm Druck destilliert. Die zwischen 110 und 140° iber. 
gehende Fliissigkeit wird nochmals rektifiziert, wobei das Pyrrol 
bei 120—125° (10 mm) iibergeht. Ausbeute etwa 1 g. 


4,591 mg Subst.: 13,31 mg CO,, 4,62 mg H,0. 
C,oH,;N (151,1) Ber. C 79,42 H 11,43 Gef. C 79,07 H 11,26. 


Das Pyrrol zeigt, wie im theoretischen Teil beschrieben, alle 
Kigenschaften des aus Prodigiosin gewonnenen Pyrrols. Line 
Spur, in alkoholischer Liésung mit Ehrlich-Reagens versetzt, gibt 
bei der spektroskopischen Untersuchung ein Absorptionsmaximun 
von 551 wu, also denselben Wert, der friiher beim Prodigiosin- 
Pyrrol gefunden wurde’). Ebenso wie bei dem aus Prodigiosin 
gewonnenen Pyrrol ist der Brechungsexponent np = 1,4890 und 
die Dispersion ny — ng = 0,01227°). 

Das Pyrrol wird, wie friiher angegeben, mit Palladium—Kohle 
in Hisessiglésung hydriert. Die filtrierte Lésung wird mit Salz- 
siure versetzt und im Vakuum von der Essigsiure befreit. Der 
blige Riickstand wird in wenig 10°/,iger Salzsiure gelist und 
filtriert. Die Lésung gibt mit Goldchlorid Krystalle, die nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren dem friiher aus Prodigiosin dar- 
gestellten Pyrrolidin-chloroaurat durchaus gleichen. Der Schmelz- 
punkt liegt allerdings bei 119° (vgl. S. 100, Anmerkung 2). 
Wird dies Chloroaurat mit dem Chloroaurat des aus Prodigiosin 


1) F. Wrede u. A. Rothhaas, Diese Z. 215, 72 (1933). 
2) F. Wrede u. A. Rothhaas, Diese Z. 215, 73 (1933). . 
*) Die Untersuchung wurde mit einem Abbeschen Refraktometer 1m 


Mineralogischen Institut Greifswald ausgefiibrt. 
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gewonnenen Pyrrolidins (Schmelzp. 107°) gemischt, so ist keine 
Depression des Schmelzpunktes zu beobachten, der Schmelzpunkt 
liegt dann oberhalb von 107°. 

4,921 mg Subst.: 4,837 mg CO,, 1,98 mg H,O, 1,947 mg Au. 

C,oHN-HAuCl, (495,2) Ber. C 24,24 H 4,48 Au 39,82 

Gef. ,, 24,22 ,, 4,50 ,, 39,57. 

Aus dem Chloroaurat wird in iiblicher Weise das Chloro- 
platinat bereitet. Der Zersetzungspunkt liegt wie bei dem aus 
Prodigiosin gewonnenen Priparat bei 212—214°. 

4,520 mg Subst.: 5,49 mg CO,, 2,48 mg H,O, 1,214 mg Pt. 


(C,,H3,N),-H,PtCl, (720,4) Ber. C 33,31 H 6,16 Pt 27,09 
Gef. ,, 83,13 ,, 614 ,, 26,86. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir fiir Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit bendtigt 
wurden; Fraulein A. Vogler danken wir fir ihre geschickte Hilfe 
bei der Ziichtung der Bakterien. 
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Die Bestimmung kleinster Brommengen 
in biologischen Fliissigkeiten. 


Von 


Th. Leipert und 0. Watzlawek. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir med. Chemie der Universitat Wien.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juni 1934.) 


Das regelmaBige Vorkommen des Broms im Organismus darf 
wohl nach den Untersuchungen der letzten Jahre als feststehende 
Tatsache gelten. Ungeklirt jedoch ist die Frage, ob wir es mit 
einem physiologisch wichtigen Element zu tun haben, ob wir von 
einem ,,Bromspiegel“ sprechen diirfen, dessen Hohe irgendwie 
reguliert wird, wie es bei anderen lebenswichtigen Elementen der 
Fall ist. Der Hinweis von Zondek und Bier?) auf Zusammen- 
hange zwischen Bromgehalt des Blutes und gewissen Psychosen, 
der Hinweis auf die eventuelle Bedeutung der Hypophyse fiir 
einen ,,Bromstoffwechsel“ erregte das gréBte Interesse der 
Kliniker. Damit war auch die Frage einer exakten quantitativen 
Bestimmung kleinster Brommengen aktuell geworden, um so mehr 
als die urspriingliche Methodik von Pincussen und Roman’, 
auf die sich die Befunde von Zondek und Bier stiitzen, der 
Kritik yon chemischer Seite nicht standhielt. Fleischhacker 
und Scheiderer’), Hahn’). 


Die bisher verdéffentlichten Methoden stellten sich im wesentlichen 
folgende Aufgaben: ZerstGrung der organischen Substanz, Tren- 
nung des Broms von den iibrigen Halogenen und quantitative 
Bestimmung des isolierten Broms. Die Zerstérung der organischen 
Substanz scheint keine Schwierigkeiten zu bereiten. Das Untersuchungs- 
material wird nach Alkalizusatz in offener Schale verascht. Bromverluste 
lassen sich bei einiger Vorsicht vermeiden. GroBe Sorgfalt dagegen ver- 
langt die Trennung des Broms von den iibrigen Halogenen, vor allem vom 
Chlor, das in biologischem Material stets in relativ groBer Menge vorhanden 
ist, wihrend das spurenweise vorhandene Jod in der Regel zu Jodat oxy: 
diert wird und dann nicht stért. Die Chlor-Bromtrennungen beruhen 
auf der leichteren Oxydierbarkeit des Bromwasserstoffs gegeniiber dem 
Chlorwasserstoff durch Oxydationsmittel wie Permanganat und Chromsiure 
bei Einhaltung genauester Acidititsverhiiltnisse. Toxopéus), M@ller’), 
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; Hartner’), Bertram’), Stoll und Brenken®), Bobtelsky und Roso- 


skaja-Roseinskaja™), Yates”). Das freie Brom wird kolorimetrisch 
pestimmt [Bernhard und Ucko’’)], oder es wird durch einen Luftstrom 
in eine Kaliumjodidlésung iibergetrieben und jodometrisch ausgewertet. 
Andere Autoren schiitteln das Brom mit einem geeigneten Lésungsmittel 
aus, entziehen diesem das Brom durch Kaliumjodid und titrieren das frei 
gewordene Jod mit Thiosulfat. Der schwierigste Teil dieser Methoden ist 
die Chlor-Brom Trennung. Nur genaueste Einhaltung der vorgeschriebenen 
Acidititsverhiltnisse liefert zufriedenstellende Resultate. Mangelhafte Oxy- 
dation gibt zu niedrige, Uberoxydation zu hohe Werte, Tatsachen, die bereits 
yon den makroanalytischen Methoden her hinreichend bekannt sind, die 
aber bei der Bestimmung kleinster Brommengen um so schwerer ins Gewicht 
fallen. Dabei sind die Methoden, die mit Durchliiftung arbeiten, sehr zeit- 
raubend. Ein Erwirmen der Lésung ist ausgeschlossen, um eine Oxydation 
des Chlorwasserstofis zu vermeiden. So erfordert das vollstindige Austreiben 
kleinster Brommengen in der Kilte 2—5 Stunden. 


Wir bemiihten uns, im folgenden eine Methode auszuarbeiten, 
die die Bestimmung beliebiger Brommengen bis zu den kleinsten 
Werten herab gestattet, relativ rasch durchfiihrbar ist und an 


| die Geschicklichkeit des Analytikers keine groBen Anforderungen 
| stellt. Ihr Prinzip ist folgendes: Die organische Substanz 
| wird in geschlossener Apparatur mit Chromschwefel- 


siure zerstért. Die frei werdenden Halogene Chlor und 
Brom werden in vorgelegter Natronlauge gebunden. Das 
gebildete Bromid und Hypobromit wird durch unter- 
chlorige Siure zu Bromat oxydiert. Das Bromat wird 
jodometrisch bestimmt. 

Die Vorteile einer solchen Methode sind klar: Feuchte Ver- 
aschung, leichte Trennung der Halogene, Oxydation zu Bromat 
(Anwendung des Multiplikationsprinzips). Den feuchten Ver- 
aschungsmethoden ist vor der trockenen Verbrennung der 


_ Vorzug zu geben, da sie ungleich rascher durchfiihrbar sind und 
| keine Vorbehandlung des Materials erfordern. Die Oxydation mit 
_ silberhaltiger Chromschwefelsiure zur Bestimmung des Broms 
_ nach Baubigny und Chavanne wurde schon als Makromethode 
ginstig beurteilt, [Emde'’), Vorlander!)] und hat auch in die 
_ mikrochemische Elementaranalyse Kingang gefunden. Dieterle”), 
_ Viebéck!§, Zacherl und Krainick!?, Wir selbst haben sie in 
| iber hundert Fallen an biologischem Material zur Bestimmung 
kleinster Jodmengen erprobt!§). Die Trennung der Halo- 
gene, der kritische Punkt aller anderen Brombestimmungs- 
_ methoden, bereitet iiberhaupt keine Schwierigkeiten. Jod wird 
' als Jodsiure in der Veraschungslésung zuriickgehalten, Chlor und 
| Brom entweichen gasférmig und werden als Halogenide, bzw. 
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Hypohalogenite in einer mit Natronlauge beschickten Vorlage ge. 
bunden. Die Anwesenheit des Chlors stért nicht im mindestep, 
im Gegenteil, eine angemessene Hypochloritmenge ist sogar hichs 
erwiinscht. Sie macht den Hypochloritzusatz iiberfliissig, um da; 
vorhandene Bromid und Hypobromit zu Bromat zu oxydieren, 


Br’ + 3HOC] —> BrO,’ + 3H’ + 3Cl’ 


Diese Oxydation wurde bereits von Weszelszky™) zu 
Bestimmung geringer Brommengen in Mineralwissern verwendet. 
Er oxydierte Bromide, indem er die carbonat- oder bicarbonat. 
alkalische Loésung mit Chlorwasser zur Trockne verdampfte, 
V. d. Meulen”) gebiihrt das Verdienst, die Bedingungen fiir eine 
quantitative Oxydation unter Vermeidung des zeitraubenden Ein. 
dampfens festgelegt zu haben. In einer Lésung, die reichlich Koch- 
salz enthalt, werden Bromide durch Hypochlorit quantitativ 2 
Bromat oxydiert, wenn man die unterchlorige Saéure durch Bor. 
siure oder Kohlendioxyd in Freiheit setzt und die Lésung kurz 
Zeit erwirmt. Der Hypochloritiiberschu8 wird durch Formiat 
zerstort. 

HOC] + HCOO’ —> Cl’'+H,0 + CO, 


Das gebildete Bromat wird jodometrisch bestimmt. 
BrO,’ + 6J’ +6H' ——> Br’ + 3H,0 + 3J, 


Die Geschwindigkeit dieser Reaktion ist von der Aciditat der 
Lésung weitgehend abhangig, doch verlauft sie selbst bei min- 
malsten Bromatmengen und geringer Wasserstoffionenkonzentration 
sofort quantitativ, wenn man der Lisung etwas Ammonmolybdat 
als Katalysator zufiigt. Kolthoff*!). Die Methode ist durch An- 
wendung des Multiplikationsprinzips ein Gegenstiick zur Be- 
stimmung kleinster Jodmengen nach Winkler. Auch hier ent- 
spricht bei der Umsetzung zwischen Bromsiure und Jodwasser- 
stoff 1Br=6J. So kommt die kleinste Brommenge als 6-fache 
Jodmenge zur Titration und ein etwa unterlaufender Fehler wird 
auf ein Sechstel herabgesetzt. 

Apparatur*): Die Notwendigkeit, eine relativ groBe Menge der Ver- 
aschungslésung griindlich zu durchliiften, etwa vorhandenes Jod und spuren- 
weise gebildetes Chromylchlorid zuriickzuhalten, fiihrten zur Konstruktion 
des nachfolgend abgebildeten Apparates. Ein zylinderférmiges Veraschungs: 


gefiB von 150—170 ccm. Sein eingeschliffener Verschlu8 trigt einen Trop! 
trichter fiir das Untersuchungsmaterial, der in eine 1,5 cm weite, mit seit 





*) Die Apparatur wird von der Firma P. Haack, Wien [X, Garelligasst 
geliefert. 
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 lichem Ansatz versehene Réhre FR, eingeschmolzen ist. Der AbfluB des 
| Trichters endet etwa 5 cm iiber der Fliissigkeitsoberfliche. Diese Anordnung 
_ pringt jeden Tropfen der zu untersuchenden Fliissigkeit auf den Grund des 
' GefiBes und zwingt ihn, die Chromsiiureschicht zu passieren. Dadurch 
| wird etwa vorhandenes Jod quantitativ zuriickgehalten, was bei einem 
' pbloBen Auftropfen auf die Oberfliche der Siure ausgeschlossen wire. Auch 
' die Wasserdampfbildung bleibt aus. Ein zweites Glasrohr R, mit einer 
 Sinterplatte G, sorgt fiir griindliche Durchliiftung. X, ein ZersetzungsgefiB 
| fir Chromylehlorid ist ein 9 cm langes Glasrohr mit Sinterplatte G,, die 


eine 2 cm hohe Schicht, teilweise mit verdiinnter Schwefelsiiure benetzten 


Glasschrotes trigt. Die Einschaltung dieses GefiBes scheint uns unvermeid- 
| lich, Wohl bleibt die Bildung von Chromylchlorid aus, wenn man festes 


in | 
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_ Natriumchlorid mit Silbersulfat-Chromschwefelsiiure erhitzt, sie laBt sich 
| jedoch nie ganz vermeiden, wenn man eine Kochsalzlésung zum heiBen 
_ Siuregemisch zutropfen 14Bt und dabei Luft durch den Apparat saugt. Da- 
_ durch, daB im GefaB K das dichteste Filter des Apparates liegt, herrscht 
' hier auch die gréBte Gasgeschwindigkeit. Dazu kommt, da’ der warme 
_ Gasstrom die verdiinnte Schwefelsiure im Zwischengefai8 allmahlich kon- 
| zentriert, wodurch die Léslichkeit fiir Brom herabgesetzt wird. Ein Zuriick- 
_ bleiben selbst von Spuren Brom im Zwischengefi8 erscheint dadurch aus- 
| geschlossen und wurde nie beobachtet. Die Vorlage V mit einer G,-Sinter- 
_ platte als Verteiler fa8t in ihrem verengten Teil 10 ccm. Sie ist einerseits 
_ mit dem Veraschungsgefi8, andererseits mit der Wasserstrahlpumpe in Ver- 


bindung. Der durch die Apparatur gesaugte Luftstrom passiert eine vor- 


_ geschaltete mit Natronlauge beschickte Waschflasche und teilt sich dann, 
_ indem er iiber ein J7-Stiick durch zwei mit Quetschhihnen versehene kurze 
_ Schliuche zum Ansatzteil von R, bzw. zu R, fiihrt. Den Apparat hilt eine 
_ Klammer, die an dem den Schliff itiberragenden Teil von FR, angreift, dessen 
| Linge zweckentsprechend gewihlt ist. Zu- und Ableitungsrohr der Vorlage 
| stiitzen sich auf einen Ring. Das Veraschungsgefi8 taucht bis zum Schliff 
_ in ein Becherglas mit fliissigem Paraffin, so daB man wihrend der Ver- 
; aschung bequemen Einblick hat. Das Veraschungsgefi8, sein VerschluB, 





112 Th. Leipert und O. Watzlawek, 


das Zwischengefi8 und das Zuleitungsrohr der Vorlage sind zur Analyg 
volikommen trocken. Den gegliederten Verschlu8 trocknet man zweckmif; 
durch Ausspiilen des inneren Schliffteiles mit Aceton, Luft-Durchsaugey 
und leichtes Erwirmen. Feuchtigkeit innerhalb von R, und R, und de 
Sinterplatte ist belanglos. 

Reagentien: Eine genaue Priifung der angewandten Reagentien auf 
etwaige Bromspuren ist unerliBlich. Selbst p.a.-Reagentien enthalten bis. 
weilen betrichtliche Brommengen. 

I. Chromsiiure: 250 g Chromtrioxyd werden in 150 cem destillierten 
Wasser gelést und 2 Stunden lang ein lebhafter mit Natronlauge gewaschener 
Luftstrom hindurchgesaugt. 1 ccm = 1 g CrQ,. 

II. Silbersulfat-Schwefelsiure: In einem 2 Liter-Kjeldahlkolben los 
man 20g Silbersulfat in 1 Liter konzentrierter Schwefelsiiure, setzt 3 cen 
Chromsiurelésung zu, setzt ein Thermometer ein, erhitzt am Babotrichter 
auf 120—130° und durchliiftet 2 Stunden wie oben beschrieben. 

III. Krystallisierte Borsiure. 

IV. Natriumchlorid, fest und gesittigte Lésung: Da jedes p.a.-Salz Bro- 
mide enthalt, reinigt man durch Siittigen der gesittigten Kochsalzlésung 
mit Chlorwasserstoffgas. Das ausfallende Salz wiischt man auf der Nutsche 
mit wenig Wasser, trocknet scharf und pulverisiert es. Geringe noch an- 
haftende Salzsiurespuren sind unbedenklich. 

V. Hypochloritlésung: Sie wird nur zur Reinheitskontrolle der Reagen- 
tien bendtigt und ist bei den eigentlichen Analysen entbehrlich. In eine 
Lésung von 12 g NaOH in 100 ccm Wasser leitet man 7 g Cl ein. (Aus der 
Stahlflasche; oder aus Permanganat und Salzsiiure, nicht aber aus Chior. 
kalk bereitet.) Ihr Titer indert sich nicht in 2 Monaten. 

VI. n-Natronlauge aus Natriumhydroxyd e Natrio bereitet. 

VII. Na-Formiat, 10°/,ige Lésung. 

VIII. Ammonmolybdat, 5°/,ige Lésung. 

Veraschung: Zur Analyse von Blut beschickt man das 
VeraschungsgefaB mit 100 ccm Silbersulfat—Schwefelsiure, erwirmt 
kurz am Wasserbad, setzt 8—10 ccm Chromsiiure zu, benetzt den 
Schliff des Verschlusses mit konz. Schwefelsiure, verschlieBt und 
senkt das VeraschungsgefiB in das auf 100° vorgewirmte Paraffin- 
bad. Auf die Sinterplatte des ZwischengefiBes bringt man 
0,2 com = 5—6 Tropfen 1:3 verdiinnter Schwefelsiure, schichtet 
2 cm hoch Glasschrot dariiber und verbindet ohne weitere Dich- 
tung der Schliffe mit dem Veraschungskolben. Die Vorlage be- 
schickt man mit 3—5 ccm n-Natronlauge, erginzt mit Wasser auf 
10 ccm und verbindet mit dem Apparat, bzw. der Pumpe. R, und 
R, schlieBt man, wie friiher beschrieben, an die Waschflasche. 
Beide Quetschhihne sind gedffnet. Nun saugt man einen Lutt- 
strom durch den Apparat, etwa 2 Blasen pro Sekunde in der vor- 
geschalteten Waschflasche. Er nimmt naturgemi8 den Weg des 
geringsten Widerstandes, d. i. durch R,. In den Tropftrichter 
bringt man 5 ccm Vollblut und himolysiert mit der gleichen 
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Menge Wasser. Das Zutropfen des Blutes reguliert man so, dab 
das reichlich gebildete Kohlendioxyd glatt von der Pumpe ab- 
gesaugt werden kann, ohne da8 ein Uberdruck im Apparat ent- 
steht. Der Zusatz von 5 ccm Vollblut erfordert so durchschnitt- 
lich 20 Minuten. Man wischt einmal mit wenig Wasser nach, 
drosselt den Gasstrom und wascht ein zweites Mal mit 5 ccm 
Wasser, dem 0,5 com gesittigter Kochsalzlisung zugesetzt wurde. 
Chromylchlorid tritt bei dieser Arbeitsweise als eben erkennbarer 
gelber Anflug der Sinterplatte im Zwischengefi8 auf. Nimmt man 
wibrend des Kochsalzzusatzes den Luftstrom zu rasch, dann 
bildet sich reichlicher Chromylchlorid, doch gelangt selbst bei 
starker Gelbfarbung des mit verdiinnter Schwefelsiiure benetzten 
Glasschrotes keine Spur Chromylchlorid in die Vorlage. Nach 
dem Chloridzusatz stellt man die friihere Gasgeschwindigkeit 
wieder her und drosselt den Luftzutritt durch R, maBig ab, so 
daB jetzt auch durch die Sinterplatte an R, eine lebhafte Durch- 
liiftung erfolgt, wihrend aus Ff, nur eine grobe Blase in etwa 
3 Sekunden entweicht. 11/, Stunden Durchliiftungszeit, vom Be- 
ginn der Analyse an gerechnet, geniigen, um auch die kleinsten 


: Brommengen iiberzutreiben. Die Temperatur des Paraffinbades 


steigert man allmihlich von 100° auf 130° und hilt sie die letzte 
halbe Stunde auf dieser Héhe. Nach der vorgeschriebenen Zeit 


list man ZwischengefiB und Vorlage vom VeraschungsgefiB, 


ohne die Pumpe abzuschalten, entfernt jetzt erst das Zwischen- 
gefiB und nimmt schlieBlich die Vorlage von der Pumpe. 


Zur Brombestimmung in Milch verfihrt man wie beim Blut. 5 ccm 
erfordern 7—10 ccm Chromsiiure. Auch hier erfolgt das zweite Nach- 
spiilen des Tropftrichters mit Kochsalzlésung. 

Von Normalharn kommen 5 ccm zur Analyse. Sie erfordern 3—5 ecm 
Chromsiure. Der hohe Chloridgehalt macht einen Zusatz von Kochsalz 
iberfliissig; man wischt den Tropftrichter 2mal mit wenig Wasser nach. 
Gleich vom Beginn der Analyse an wihlt man einen mibigen Gasstrom und 
steigert erst nach dem Harnzusatz die Durchliiftungsgeschwindigkeit. 

Die Brombestimmung in der Vorlage: Die Verwendung einer 


_ telativ groBen Kochsalzmenge macht eine genaue Priifung des gereinigten 
_ Salzes erforderlich. Man list 5g NaCl in 25 ccm Wasser, setzt 0,5 ccm 
_ Hypochloritlésung und 1 g Borsdure zu und hilt 10 Minuten im siedenden 
_ Wasserbad, wobei durch Umschwenken die Lésung der Borsiure beschleunigt 
| wird. Hierauf fiigt man 2 cem Formiatlésung zu, kocht 5 Minuten am 
_ Drahtnetz, kihlt, gibt einige Krystillchen Kaliumjodid, Stirke, einen 


Tropfen Ammonmolybdat und schlieBlich 5 cem 2/n-Salzsiure zu und titriert 
das ausgeschiedene Jod. Eine Blaufirbung vor dem Ansiuern ist infolge 


- unvollkommener Zerstérung des Hypochlorits unerwiinscht und tritt in der 


Regel ein, wenn die Ausgangslésung zu stark alkalisch und der Borsiure- 





114 Th. Leipert und 0. Watzlawek, 


zusatz zu gering ist. Unter Umstinden ist die Probe zu retten, wenn may 
mit Thiosulfat vorsichtig bis zur Entfiarbung titriert und dann erst ansiiuert, 
Das gereinigte Kochsalz enthilt stets noch Bromspuren, die aber 2—3 y Br 
auf 5 g NaCl nicht iiberschreiten, eine Menge, die bei Verwendung yoy 
0,5—1 g Kochsalz in die Fehlerbreite der Methodik fallt. 

Zur Brombestimmung in der Vorlage ist ein Hypochloritzy. 
satz iiberfliissig, da der Chloridgehalt des biologischen Materials 
und der Chloridzusatz beim Nachspiilen des Tropftrichters einen 
groBen UberschuB an Hypochlorit liefert. Die Oxydation wird 
direkt im VorlagegefaiB durchgefiihrt, nachdem Schliff und Zn. 
leitungsrohr sorgfiltig abgespiilt wurden. Man wigt auf der 
Handwaage 0,5 g Kochsalz und 0,7—1 g Borsiure, je nach der 
Menge der vorgelegten Natronlauge ab, fiigt sie zur Bromidlésung 
in der Vorlage, stellt 10 Minuten ins siedende Wasserbad, spiilt 
in ein 50 ccm Erlenmeyerkélbchen, reduziert mit 2 com Formiat. 
lésung und behandelt wie oben. Angesiauert wird mit 3 ccm 2 n. 
Salzsaure. 

Die Titration erfolgt bei den kleinsten Mengen in einem 
Volumen von 10—15 ccm aus einer Pregl- oder Bang-Biirette, 
oder der Mikrobiirette nach Schwarz*’). Wir verwenden n/50- 
bis héchstens n/250-Thiosulfat, ein nicht zu unterschitzender 























Brom 
anaes Menge Bromzusatz | Gesamtbrom wiedergefunden 

ccm Y A Y 
Menschenblut 5 — 160,5 oo 
5 — 161,3 — 

5 10 169,8 8,9 

5 50 207,0 46,1 

5 250 405,9 245,0 

4) 500 657,0 496,1 
Rinderblut 5 — 36,6 _ 
D om 38,2 — 

5 10 47,7 10,3 

5 20 56,3 18,9 

5 50 83,8 46,4 
Milch 5 — 11,0 _ 
5 _ 11,7 oi 

5 5 16,1 4,8 

5 25 35,7 24,4 

5 100 109,3 98,0 
Harn 5 _ 31,2 fie 
5 vn 31,3 we 

5 5 35,8 4,6 

5 10 41,5 10,2 
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; Vorteil gegentiber Methoden, die gezwungen sind mit n/1000 bis 
' ,/2000-Lésungen zu arbeiten. 


Versuche mit reinen Bromidlisungen gaben ein befriedigendes 


Resultat: 
Berechnet: 5 10 25 2000 5000 


rBr Gefunden: 52 9,2 239 1989 4988 
Die Tabelle (S. 114) gibt einen Uberblick iiber die Versuche 


an biologischem Material. Der Bromzusatz erfolgte als anorganisch 
- gebundenes Brom (Kaliumbromid), beim Rinderblut als organisch 
- gebundenes Brom (Amidobrombenzoesiure). 


Zusammenfassung. 


Ks wurde eine Methode beschrieben, die die Bestimmung 


 kleinster Brommengen in biologischen Fliissigkeiten (Blut, Milch, 
Harn) gestattet. Das Untersuchungsmaterial wird mit Silber- 
_ sulfat-Chromschwefelsiure feucht verascht und die freiwerdenden 
| Halogene Chlor und Brom werden in einer mit Natronlauge be- 
' schickten Vorlage zuriickgehalten. Das eventuell durch Kochsalz- 
_ msatz zur Chromsiure gebildete Hypochlorit dient zur Oxydation 
' des Bromids bzw. Hypobromits zu Bromat, das dann durch Um- 
 setzung mit Kaliumjodid jodometrisch bestimmt wird. 


Fiir die Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit sind wir der 


‘ Firma Tell & Co., Berlin zu Dank verpflichtet. 
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Synthese des Oxyhamopyrrols, 
der Iso-neo-, der Iso-xanthobilirubinsaure 
und itiber den Kryptopyrrolather ’). 


Von 


H. Fischer und Paul Hartmann. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1934.) 








Wie wir friiher’) gezeigt haben, werden trisubstituierte Pyrrole | 
in Pyridinlésung durch Perhydrol zu Oxykérpern umgewandelt. | 
Diese Reaktion iibertrugen wir zunichst auf Himopyrrol (2,3-Di. | 
methyl-4-athylpyrrol) und erhielten hieraus in relativ guter Aus- | 
beute das 5-Oxy-2,3-dimethyl-4-ithyl-pyrrol in schén krystalli- | 


siertem Zustande. 
pa | I [. 
HOL_Jcn, 
N 
H 





Das Oxyhaimopyrrol laBt sich in absolutem Methylalkohol | 
Alle Versuche, das Bromierungsprodukt krystallisiert | 
abzuscheiden, sind bis jetzt nicht gelungen und es wurde daher | 
die Lésung beniitzt, um sie sofort mit Kryptopyrrolcarbonsiiure- | 
methylester umzusetzen. Die Reaktion trat im gewiinschten Sinne © 


bromieren. 


ein und so wurde der Iso-xanthobilirubinsiure-methylester 











H.C, CH, H,C ‘mecmiaa 
II —— | 
HOW == CH— —h CH, 
N NH 


in gut krystallisiertem Zustand erhalten, der bei der Mischprobe © 


mit ,,natiirlichem“ Material keine Depression gab. 


In analoger Weise konnte durch Kondensation mit Opso- | 
pyrrolcarbonsiure-methylester — allerdings in schlechter Aus- | 
beute — der Iso-neoxanthobilirubinsiure-methylester ebenfalls in 


gut krystallisiertem Zustand erhalten werden. 


1) 13. Mittlg. zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 
216, 260 (1933). 


*) H. Fischer, Torakichi Yoshioka u. Paul Hartmann, Diese | 


Z. 212, 146 (1932). 


12. Mittlg., Diese Z. | 
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Auch hier trat mit ,natiirlichem“ Material bei der Misch- 
robe keine Depression ein. 

Offensichtlich also ist in der oben genannten Lésung der 
Bromkérper folgender Konstitutionsformel 


H,C,=- CH 
| 01 | 
Oy, —CH,Br 
N 


enthalten; selbstverstindlich werden die Versuche, ihn in krystalli- 
siertem Zustand zu erhalten, fortgesetzt. 

Sulfurylchlorid verhalt sich gegen Oxy-himopyrrol gerade 
s0 wie gegen Oxy-kryptopyrrol und es entsteht ein schén krystalli- 
sierter Dichlorkérper vom Schmelzp. 167°, dessen Analyse aller- 
dings nicht scharf auf einen Dichlorkérper stimmte; offenbar ist 
im noch etwas Monochlorkérper beigemengt. 

Kondensationsversuche mit Opsosiiureester und mit Kryptopyrrolearbon- 
siureester, die dann die entsprechenden Xanthosiiuren ergeben miissen, 
sollen gelegentlich vorgenommen werden. 

Die Untersuchungen des Oxy-himopyrrols und seiner Deri- 
vate sind behindert durch die relativ schwere Zuginglichkeit des 
Ausgangsmaterials und wir haben deshalb vorlaufig vorwiegend 
nit dem friiher beschriebenen Oxy-kryptopyrrol weitergearbeitet, 
bei dem die Formel HI analoge Bromkérperverbindung nunmehr 
in schén krystallisiertem Zustand — allerdings nach einiger Miihe — 
erhalten werden konnte. Bis jetzt war der KG6rper, a.a.0., 8. 148, 
nur in 6ligem Zustand isolierbar. Das Produkt tritt in zwei 
Krystallformen auf, die beim Mischschmelzpunkt keine Depression 
ergaben. Die Analyse ergab eindeutig Zahlen auf den Monobrom- 
kérper folgender Konstitution: 

H,CQ== 
IV | 


=e CH,B r 


C,H, 


Diesem Bromkérper liegt zugrunde das ,,Keto-kryptopyrrol“ 
baw. Oxo-kryptopyrrol, das um 2 Wasserstoffe firmer ist als das 
Oxy-kryptopyrrol. Auch dieser Kérper scheint isolierbar zu sein, 
und zwar wurde er zum erstenmal beobachtet bei der Hisen- 
chloridoxydation von Oxy-kryptopyrrol. Der Schmelzpunkt des in 
feinen Nadeln krystallisierenden Produkts lag bei 197° und die 
Analysen sind mit der Konstitutionsauffassung eines Keto-krypto- 
pyrrols im Sinne der Formulierung Va vereinbar. Leider ist die 
Reproduktion dieses Versuches nicht gelungen. Dagegen wurden 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXVI, 9 
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aus Oxy-kryptopyrrol, das lingere Zeit gestanden hatte, durch 
erneute scharfe Fraktionierung und 6ftere Umsublimation ehep. 
falls Krystalle beobachtet, die bei 196—197° schmolzen. 
waren farblose, filzige Krystallnadeln, die mit analysiertem ,,Keto. 
kryptopyrrol* im Mischschmelzpunkt keine Depression ergabhey, 

Ob dieser Oxok6rper aus Oxy-kryptopyrrol spontan entstandey 
ist oder ob er aus dem bei der Oxy-kryptopyrrolgewinnung des 
als Nebenprodukt auftretenden Dipyrrylperoxyds durch thermische 
Disproportionierung entsteht im Sinne folgender Formulierungen 


—— Bi H,C 
| | 
y 4H,C Se | ea ae | Sennaneneneee 
3 a C . 
H rae 
H,C——(,H, 

nd Jos [Va a 
LY lou, 
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1 
miissen wir dahingestellt sein lassen. 

Vor einiger Zeit!) beschrieben wir bei der Kinwirkung von 
Sauerstoff auf Pyrrolmagnesiumbromid als Nebenprodukt einen 
farblosen Kérper vom Schmelzp. 222°, der schon damals als Sauer- 
stoffither des Kryptopyrrols (VI) aufgefaBt wurde. 

Bei der Oxydation mit Eisenchlorid ging dieser in einen 
gelben K6rper iiber, der infolge einer irrtiimlichen Analyseneinwage 
als Tetra- kryptopyrryliithylen autgefaBt wurde, dessen Entstehung 
aus dem Ather unverstiindlich wire. Wir haben neuerdings fest- 
gestellt, daB der entstehende Kérper identisch ist mit 5-Oxy- 
4,3’,5’-trimethyl-3,4’- diiithyl-pyrromethen?’). Schmelzpunkt und 
Mischachmelzpunkt waren identisch. Offenbar zerfallt der Ather 
unter dem EinfluB des aus dem Eisenchlorid entstehenden Chlor- 
wasserstoffs in Oxokryptopyrrol und Kryptopyrrol, was bewiesen 
wird durch den schon friiher beschriebenen Kuppelungsversuch 
des Kryptopyrrolathers mit Diazobenzolsulfonsiure, bei dem i 
cuter Ausbeute der Azofarbstoff des Kryptopyrrols entsteht und — 
wie wir neuerdings gefunden haben — Oxokryptopyrrol (formt- 
liert als eee | selbst. An letzteres lagert sich dann 


‘y H.Fischer, H.Baumgartner u. E.Plétz, Liebigs Ann. 498, 4 (1932). 
) Vai. Fischer u. Fréwis, Diese Z. 195, 63 (1931); H. Fischer 
u. E. Adler, Diese Z. 206, 194 (1932); 212, 156 (1932). 
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das Kryptopyrrol an unter Bildung des Oxymethans, das dann 
zum Oxymethen dehydriert wird. Folgende Formeln erliutern 
diesen Vorgang: 
































Bes ie 1 VI ss | H.C, ie H,C——C.H, 
—> + 
| a 
HCL »—_(O—_4_LcH, H,C\_)-H 0=\_ =H, 
N i N N 
- H) H H 
ao — 1h, H,C,—,C,H, 
—> y | —, 
HO '___CHL —CH, + H,0 
N rs, N 
H H 


Der Reaktionsmechanismus steht in Analogie zur Bildung des 
Fuchsins aus Toluidin und Anilin, nur daf in unserem Falle — 
wie allgemein in der Pyrrolreihe — die Bildung von Pyrromethenen, 
also bimolekularen Kérpern, die bevorzugte Reaktion ist. 

Die Oxydation des Kryptopyrrolithers (Schmelzp. 222°) mit 
Wasserstoffsuperoxyd—Pyridin ergab einen farblosen krystallisierten 
Korper, der bei 202—210° schmolz und bei der Analyse Zahlen 
gab, die mit einer Formel C,,H,,N,O, in Einklang stehen. Dieser 
Kérper erwies sich als identisch mit dem als Nebenprodakt bei 
der Oxykryptopyrroldarstellung mit Hilfe von Pyridin—Perhydrol 
entstehenden Dipyrrylperoxyds ' ) der Konstitution V. Seine Ent- 
fii aus ha Ather kann in folgendem Sinne gedeutet werden: 
ne —— LH, rad To , H,C;— CH, 
J ! waa HCL J-O/H HOO, 


vd OH| HO H 














HCL 





Durch Raiiatetncaitiey erfolgt eine Spaltung in Oxykryptopyrrol 
und ein Peroxyd; durch Wasseraustritt kommt dann die Bildung 
des Di-(2,4-dimethyl-3-ithyl-5)-pyrrylperoxyds zustande. Fiir den 
Kryptopyrrolither (Schmelzp. 222°) kénnte nach der empirischen 
Zusammensetzung noch die Formel des 5-Oxy-4,3’,5’-trimethyl- 
3,4’-diiithyl-pyrromethans in Frage kommen, allerdings in min- 
destens dimerem Zustand, da das erwihnte Oxypyrromethan bei 
149° schmilzt?). 

Alle Versuche, aus dem bekannten Methan einen Kérper 
vom Schmelzp. 222° zu gewinnen, miBlangen und die Umsetzung 


') H. Fischer, T. Yoshioka u. P. Hartmann, Diese Z. 212, 152 (1932). 
*) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 210, 156 (1932). 
g* 
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des Oxymethans verlief prinzipiell verschieden von denen de, 
Kryptopyrrolathers vom Schmelzp. 222°. Seine Labilitat ist hej 
dem Oxymethan nicht vorhanden und somit ist fiir den Korper 
vom Schmelzp. 222° die Konstitution des Kryptopyrrolithers }e. 
wiesen, womit alle seine Umsetzungen iibereinstimmen, auch die 
Tatsache, da bei energischer Oxydation ausschlieBlich Methyl. 
ithylmaleinimid entsteht. Beim éfteren Wiederholen der Gewinnung 
des Kryptopyrrolithers stellte sich heraus, da8 auBer diesem ip 
nicht unbetrichtlicher Menge Oxykryptopyrrol vom Schmelzp. 84' 
entsteht. 

Die Pyridin—Perhydrolreaktion wurde dann weiter auf 2,4-Di. 
methyl-3-acetylpyrrol tibertragen und nach Analyse und Molekular. 
gewicht das Bis-(2,4-dimethyl-3-acetyl-5)-pyrrylperoxyd folgender 


Konstitution 
— VII i mm 
aid 69 L CH; 
N N 


H H 


in schén krystallisiertem Zustand erhalten. 

Bei der Bromierung mit 4 Mol Brom entsteht ein prachtvoll 
krystallisierter Koérper, dessen Konstitution jedoch noch nicht 
aufgeklart ist. 

SchlieBlich wurden vom Koprorhodin-I]-trimethylester?) noch 
einige Derivate bearbeitet; das schén krystallisierte Hisensalz 
wurde gewonnen. Koproporphyrin-I]-tetramethylester selbst wurde 
in das Silbersalz und in das Kobalt-Komplexsalz iibergefiihrt, die 
beide gut krystallisierten. 











Versuche. 


Verbesserte Darstellungsvorschrift 
fiir Oxykryptopyrrol und Xanthobilirubinséuremethylester. 


10 g Kryptopyrrol werden in einem 50 ccm - Erlenmeyer: 
Kolben zu 20 ccm Pyridin gegeben; ein Thermometer, das in 
die Lésung eintaucht, wird mit einem gerillten Kork aufgesetzt. 
Nun wird auf 57° vorgewirmt und zu der Liésung von Krypto- 
pyrrol in Pyridin zuerst 7 ccm Perhydrol und dann_portions- 
weise weitere 6—7 ccm Perhydrol zugegeben, wobei die Ten- 
peratur nicht tiber 62°, aber auch nicht unter 57° bleiben soll. 





') Hans Fischer u. J. Hierneis, Diese Z. 196, 167 (1931). 
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Bei 70° verlauft die Oxydation unter Uberschiumen. Wenn keine 
_ weitere Selbsterwirmung mehr auftritt, hangt man das Kélbchen 
- 20—80 Stunden in ein Wasserbad von konstant 63°. Es wird 
in einem 30 ccm Schliffkolben mit Mikro-Claissenaufsatz (mit 
- kurzem nicht zu engem Rohr) das Pyridin abdestilliert. Man 
' legt am besten zuerst bei gewodhnlicher Temperatur allmahlich 
' yolles Vakuum an, steigert dann (im Paraffinédlbad, wobei man das 
' Schiumen besser beobachten kann) die Temperatur vorsichtig bis 
| auf 55% Hier dauert das Schiumen ziemlich lange (1 Stunde). 
| Je langsamer man hier arbeitet, um so besser wird die Ausbeute. 
_ Allmablich geht das Pyridin in die Vorlage. Bei 10 mm Druck 
einer Olbadtemperatur von etwa 185° geht der Hauptlauf zwischen 


153 und 157° iiber. Gegen Ende mu8 das Destillationsrohr 
leicht angewarmt werden, damit es sich nicht verstopft (Schmelz- 


punkt des Oxykryptopyrrols bei 84°). Die Olbadtemperatur wird 


allmihlich bis auf 210—240° gesteigert. Wenn nichts mehr iiber- 


_ geht, erhalt man noch eine betrichtliche Menge, wenn man die 


Destillation unterbricht und am andern Tag fortsetzt. Ausbeute: 
aus 10 g Kryptopyrrol etwa 10 g Oxykryptopyrrol. 

Bromierung: 5 g Oxykryptopyrrol werden in 10 ccm villig 
absolutem Methylalkohol (mit Al-Amalgam) gelést, unter RiickfluB 
zum Sieden erhitzt und 20 ccm einer Lésung, die 10 g Brom in 
absolutem Methylalkohol enthilt, auf einmal zugegeben. (Das 
entspricht etwa 1,8 Mol Brom auf 1 Mol Oxykryptopyrrol.) Die 
Lisung wird nun 6 Stunden unter RiickfluB erhitzt. (Chlor- 
calciumrohr auf dem RiickfluBbkiihler.) Nach 10 Minuten entfirbt 
sie sich und nimmt hierauf eine braune Farbe an. Die Bro- 
mlerung verliuft mit einer Ausbeute von ungefihr 50°/,. Der 
Bromkérper wird nicht isoliert. 

Kondensation zum Xanthobilirubinsiureester: Zur bro- 
mierten Lésung gibt man in der Wiarme eine Lésung von 3,5 g 
2,4-Dimethylpyrrol-3 - propionsiuremethylester in absolutem Me- 
thylalkohol hinzu. Das entspricht etwa ?/, Mol Kryptosdureester 
auf 1 Mol Oxykryptopyrrol, ein Uberschu8 ist unnétig. Schon 
nach 10 Minuten beginnt das gelbe Methen sich abzuscheiden, 
man kocht zur Vollendung der Kondensation noch 1—2 Stunden 
(Siedesteine). Nach dem Erkalten und Stehen iiber Nacht hat 
sich das Oxymethen vollstiindig ausgeschieden. Man saugt ab, 
wascht mit Methylalkohol, bis die Farbe rein gelb ist. Ausbeute: 
aus 5 g Oxykryptopyrrol werden 4—5 g Xanthobilirubinsiure- 
methylester vom Schmelzp. 213° erhalten. 
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Synthese des 5-Oxy-2,3-dimethyl-4-athylpyrrols. 10 g fraktio. 
niertes Hiimopyrrol in 20 ccm Pyridin, werden auf 65° angewiirmt, 
dann zuerst mit 7 ccm Perhydrol versetzt. Die Innentemperatur 
wird durch geeignete Kiihlung zwischen 68 und 72° gehaltey, 
Man gibt in kleinen Anteilen unter stiindigem Schiitteln weitere 
7,2 ccm Perhydrol dergestalt hinzu, da8 sich die Temperatur jy 
den angegebenen Grenzen hilt, wozu 1/,—*/, Stunden bendtigt 
werden. Nach dem Ausklingen der exothermen Reaktion wird 
langsam bis auf 80° erwiirmt und dann mindesteus 30 Stundey 
auf dieser Temperatur gehalten. Wird die Zeit kirzer gewiill, 
so ergeben sich bei der folgenden Destillation wegen heftigen 
Schiumens groBe Schwierigkeiten. Die abgekiihlte, dunkelrot ce- 
wordene Lésung wird nun einer fraktionierten Vakuumdestillation 
unterworfen (nur zu Anfang kurzes Schiiumen). Man gibt allmiihlich 
volles Vakuum und steigert die Temperatur zuerst sehr langsam. 
1. Vorlauf bei 10—11 mm Druck bis zu einer AuBentemperatur von 170°. 
2. » 10—11 ,, »  Innentemperatur 141—147°, AuBentem- 

peratur 175—180° 

Die Hauptfraktion destilliert zwischen 150—155° (AuBen- 
temperatur 185—220°). Dabei werden 8,5 g eines schwachgelben 
Destillats erhalten, das alsbald ganz krystallisiert erstarrt. Im 
Hochvakuum sublimiert, werden grofe farblose, rautenformige und 
zum ‘Teil verwachsene 6eckige Blittchen erhalten. Durch Waschen 
mit etwas Ather kann das begleitende Ol entfernt werden. Schmelz- 
punkt des voéllig reinen Oxyhimopyrrols liegt bei 95°. 

Mit Oxykryptopyrrol in der Mischschmelzpunktsprobe erga) 
sich eine starke Depression. 

4,797 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. getr.): 12,185 mg CO,, 4,020 mg 
H,O. — 4,460 mg Subst.: 0,397 cem N, (20°, 726 mm). 


C,H,,ON (139,1) Ber. © 69,01 H9,42  N 10,07 
Gef. ,, 68,99 , 9,38 ,, 9,91. 


Synthese des Iso-xanthobilirubinsiure-methylesters (II), 1 g Oxy- 
himopyrrol wurde in 4 ccm absolutem (mit Aluminium—Amalgam 
Methylalkohol heiB gelést, dazu unter RiickfluB und Luftfeuchtig- 
keitsausschluB 4,4 ccm einer absoluten methylalkoholischen Bron- 
lésung (1 ccm = 0,5 g Brom) hinzuflieBen gelassen und 5 Stunden im 
Sieden gehalten. Dann wurden 0,8 g Kryptopyrrolcarbonsiure— 
methylester hinzugegeben und weitere 11/, Stunden erhitzt. Nach 
dem Erkalten absaugen. Ausbeute: 0,65 g rein gelbes mit Methy!- 
alkohol gewaschenes Rohprodukt vom Schmelzp. 195—197°. 
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Aus Chloroform—Ligroin umkrystallisiert Schmelzp. 197°, gab 
in der Mischschmelzpunktsprobe mit Iso-xanthobilirubinsiure- 
methylester anderer Herkunft keine Depression. 

4,605 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 11,490 mg CO,, 3,060 mg H,O. — 
3.103 mg Subst.; 0,246 cem N, (22°, 716 mm). — 5,130 mg Subst.: 3,695 mg AgJ. 
C,,HOsNo (816,2) Ber. C 68,31 H7,65 N86 OCH, 9,81 

Gef. ,, 68,05 ,, 7,44 ,, 8,64 «9,52. 

Synthese desIso-neoxanthobilirubinsaure-methylesters. Durch ana- 
loge Kondensation der Bromkérperlésung des Oxyhimopyrrols mit 
Opsopyrrolcarbonsiure-methylester konnte in geringer Ausbeute 
ein schén krystallisiertes hellgelbes Oxymethen vom Schmelz- 
punkt 204° erhalten werden, das sowohl nach seinem Verhalten 
segeniiber dem Ehrlichschen Reagens (in der Hitze Griinfairbung), 
seiner Krystallform (scharf abgeschrigte, linealformige Prismen) als 
in der Mischschmelzpunktsprobe sich identisch erwies mit dem Iso-neo- 
xanthobilirubinsiure-methylester, der bis jetzt nur durch Resorcin- 
schmelze aus dem entsprechenden Mesobilirubin zugiinglich war. 

4,745 mg Subst.: 11,745 CO,, 3,140mg H,O. — 3,330 mg Subst.: 
0,274 cem N, (20°, 703 mm). 

C,,H,,N,0, (802,2) Ber. C6751 H17,34 N 9,27 
Gef. ,, 67,49 5, 1,40 »» 9,87. 

Einwirkung von Sulfurylchlorid auf Oxyhamopyrrol. 1,4 g rohes 
Oxyhimopyrrol in 6 ccm absolutem Ather wurde mit 2,7 g SO,Cl, 
in 4ccm absolutem Ather versetzt. Der auskrystallisierte Kérper 
lieB sich aus Methylalkohol gut umkrystallisieren, worin er leicht 
lislich ist. Er 1&Bt sich im Hochvakuum durch Sublimation 
reinigen. Schmelzp. 167°. Mit dem Dichlorkérper aus dem Oxy- 
kryptopyrrol (subl. Schmelzp. 150°) gab er im Mischschmelzpunkt 
eine Depression auf 125°, 

4,425 mg Subst. (i. Hochv. subl.): 7,780 mg CO,, 1,785 mg H,O. — 
3,060 mg Subst.: 0,225 eem N, (18°, 718 mm). — 3,965 Subst.: 4,845 mg AgCl. 


C,H,ONCI, (206,0) Ber. C 46,60 H 4,41 N6,80 Cl 34,42 
Gef. ,, 47,95 ,, 4,51 4, 8,14  ,, 30,23. 


Nach dem Ergebnis der Analyse scheint dem Dichlorkérper noch 
etwas Monochlorkérper beigemengt zu sein. 

Oxokryptopyrrol-bromkorper (IV). Bei einer Bromierung von 2g 
Oxykryptopyrrol (Siedep.,,mm 153—157°) in 10 ccm absolutem 
(mit Al-Amalgam) Methylalkohol mit 8 ccm einer Brom-Methyl- 
alkohollésung (= 4 g Brom entspricht 1,8 Mol Brom) unter 8 stiin- 
digem Sieden (RiickfluB, CaCl,-Rohr) und darauf folgendem Ein- 
dunsten im Vakuumexsiccator hatten sich in dem ziahflissigen 
Sirup nach langerem Stehen gut ausgebildete Krystalle abgeschieden. 
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Abgesaugt, aus Sprit-Wasser 2mal umkrystallisiert wurde ein fast 
weiBer schéner Nadelfilz erhalten. Schmelzp. 143° (wird beim 
Schmelzen dunkel). Beilsteinprobe war positiv. LieB sich bej 
10 mm und 130° in rein weiBen, glitzernden, derben Prismen und 
Plittchen sublimieren. Schmelzp. 141°. Beim Sublimieren hej 
nur 70° erscheinen, wenn auch sehr langsam, 6 eckige Plattchen, 
Nochmals im Hochvakuum sublimiert bei 80—100°, jetzt Schmelz. 
punkt 140—141°% Die beiden Krystallformen geben zusammen 
in der Mischschmelzprobe keine Depression. 

4,355 mg Subst. (subl.): 3,785 mg AgBr. — 4,982 mg Subst.: 8,125 mg 
CO,, 2,075 mg H,O. — 3,555, 3,465 mg Subst.: 0,197 (22°, 707 mm), 0,191 
(19°, 718 mm) cem Nj. 
C,H,,ONBr (216,01) Ber. C 44,44 H 4,67 WN 6,48 Br 37,00 

Gef. ,, 44,48 ,, 4,66 ,, 5,97, 6,09 ,, 37,16. 

Oxokryptopyrrol (,,Ketokryptopyrrol‘) (Va). 1,4g Oxykryptopyrrol 
wurden in 6 ccm Hisessig gelést und mit 1,7 g Ferrichlorid iiber 
Nacht bei gewohnlicher Temperatur stehen gelassen. Da bei einer 
Probe mit viel destilliertem Wasser nichts faillbar war, kein Oxy- 
methen,. wurde im siedenden Wasserbad 12 Stunden erhitzt, dann 
in 100 ccm destilliertes Wasser gegossen, da noch keine Fillung, 
mit Na-acetat versetzt und nochmals im Wasserbad gekocht. Die 
erkaltete Lésung wurde abgesaugt (ging sehr langsam), der Riick- 
stand mit Wasser ausgedeckt (Na-acetat entfernt) und getrocknet. 
Erhalten 0,55 g braunrotes Pulver. Schmelzpunkt liegt sehr hoch, 
tiber 300°, aber nur geringe Asche (Ferrihydroxyd). Das trockne 
Pulver wurde bei 10mm Druck der Sublimation unterworfen. Sie 
begann bei 170° und ging spiter langsam auf 240° 

Deutlich waren 2 Sublimate zu unterscheiden, das eine schmolz 
nach Umkrystallisation aus Methylalkohol—Ather unscharf zwischen 
135—150°, die Menge war sehr gering. Das zweite Sublimat 
wog 30mg. Es waren sehrfeine Nadeln, Schmelzp. 190—200°; in Ather 
schwer léslich, in Methylalkohol sehr leicht. Nach Lésen in wenig 
Methylalkohol, Filtration und Zusatz von viel Ather krystallisierten 
schéne, diinne, farblose Nadeln aus, die abgesaugt einen silber- 
grauen Filz bildeten. Schmelzp. 197°. 

4,518 mg Subst.: 11,550 mg CO,, C = 69,80; 3,200 mg H,O, H = 7,93. 

3,260 mg Subst.: 0,294 cem N, (20°, 710 mm), N = 9,94. 


Oxykryptopyrrol: C,HisON' Ber. C 69,01 H 9,42 N 10,07 
Dipyrrylperoxyd: C,,H240,N, ,,  ,, 69,51 ,, 8,76 ,, 1014 | Theo 
Ketokryptopyrrol: C,H10N »  » 8 , Se .. Oe 

Gef. ,, 69,80 ,, 7,938 ,, 9,94. 


Die Zahlen stimmen also am besten auf Keto-kryptopyrrol. 
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Zur Darstellung einer gréBeren Menge dieses ,,Pyrrols wurden nun 
eine Reihe weiterer Ferrichlorid-Oxydationen an Oxykryptopyrrol unter 
variierten Bedingungen ausgefihrt, die jedoch alle verschiedene, uneinheitliche 
Kérper ergaben und bis jetzt nicht mehr Ketopyrrol in reiner Form lieferten. 

Nunmehr wurde versucht, aus 44 g lingere Zeit aufbewahrtem Oxy- 
Kryptopyrrol durch fraktionierte Destillation den Oxo-Kérper zu erhalten. 
Bei 10 mm Druck wurden drei Fraktionen aufgefangen: 


eo rr ae ee oe ee ee ee 10,84 g 
. «4 eI es ek eg sk 5 kao ane 23,45 ,, 
‘ao ep gay 1,50 ,, 


Im Kolben zuriick blieben 8,30 g schwarzer, asphaltlackihnlicher 
Riickstand, ein Zeichen fiir die Zersetzlichkeit des Oxy-kryptopyrrols, 
war doch das gesamte Ausgangsmaterial erst einige Monate vorher durch 
fraktionierte Destillation gereinigt worden. Der Riickstand wurde mit 
Ather versetzt. Die Schmieren gingen in Lisung und Krystalle setzten 
sich ab. Abgesaugt und mit viel Ather gewaschen, weiBgraues Pulver, 
farblose Prismen etwa 1—2 g, sinterten ab 180°, Schmelzp. 196—205°, 
vermutlich verunreinigtes Dipyrrylperoxyd (reiner Schmelzp. 219°, Diese Z. 212, 
152 u. 153, 1932). Dieses kann also nur sekundir durch Dehydrierung des 
Oxykryptopyrrols entstanden sein. Der Kérper wurde der Sublimation 
unterworfen. Zuerst kam zwischen 50 und 170° bei 10 mm als vorderes 
Sublimat vorwiegend Ol, das mit eisblumenartigen Krystallen (wie Oxy- 
kryptopyrrol) durchsetzt war. Geruch stark nach Methylithylmaleinimid. 
Das Ol ist sehr wahrscheinlich eine Mischung zwischen Methylithylmalein- 
imid + Oxykryptopyrrol. (Eine hergestellte Mischung zwischen beiden ist dlig.) 

Es wurde auf Ton gestrichen, ein weiBes fettiges Pulver hinterblieb, 
das bei 70° sinterte, bei 80° fast ganz, ein kleiner Rest erst bei 191° schmolz. 

Den Riickstand bei hédherer Temperatur weitersublimiert: ab 
i50—190°/10 mm erscheint ein zweites (hinteres) Sublimat, das in schwach- 
gelblichen, seideglinzenden, feinen, dichten Nadeln anschieBt. Schmelzp. 
190—192°, jetzt diese Krystalle nochmals bei etwa 182°/10 mm sublimiert, 
wiederum schéne, farblose, filzige Nadeln vom Schmelzp. 196—197° erhalten. 
Diese gaben mit analysiertem ,,Ketopyrrol’‘ (Schmelzp. 197°) im Misch- 
schmelzpunkt keine Depression, sind also identisch. 

Bildung von Methylathylmaleinimid aus Oxykryptopyrrol: 
1,5 g reinstes Oxykryptopyrrol in 10 ccm Eisessig gelést + 1,5 g Ferri- 
chlorid + 3 eem Wasser im siedenden Wasserbad 3 Stunden (mit Riickflub- 
kihler) erhitzt, dann eine weitere Stunde unter Durchleiten von Sauerstoff 
erhitzt. Nach Abdestillieren des Eisessigs und H,O im Vakuum bis 100°, 
lingerem Trocknen des Riickstandes iiber Phosphor-Pentoxyd und Natron- 
kalk im Exsieccator, wurde das verbleibende schwarzbraune Pulver mehr- 
mals sublimiert. Das anfangs élige, weiBe Sublimat, noch mehrmals hiuter- 
einander sublimiert, zuletzt bei 40—50° im Hochvakuum vollig rein erhalten. 
Schmelzp. 68°. Es ergab mit synthetischem Methylithylmaleinimid 
(Schmelzp. 67—67,5°) im Mischschmelzpunkt keine Depression (Misch- 
schmelzp. 67,5—68°. Auch die Analyse stimmt auf C,H,O,N. 

4,530 mg Subst.: 10,050 mg CO,, C= 60,51; 2,635 mg H,O, H = 6,51. 

C,H,O,N (139,08) Ber. C 60,40 H6,52 N 10,07 

Gef. ,, 60,51 ,, 6,51 4, 9,81. 
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Kryptopyrrol-magnesiumbromid und Sauerstoff'). 60 ¢ frisch 
destilliertes Kryptopyrrol wurden nach der Liebigs Ann. 498, 11, 1932 
gegebenen Vorschrift grignardisiert und 6 Stunden lang Sauerstoff 
durch die Pyrrol—Grignardlésung durchgeleitet, aber nicht mit 
Schwefelsiure, sondern mit Ammonchlorid zerlegt, um nicht allen- 
falls entstehendes Oxy-kryptopyrrol zu verlieren, da letzteres 
siiureléslich ist. Die Hauptmenge des Kryptopyrrols wurde durch 
Vakuumdestillation wiedergewonnen, insgesamt 52,8 g. Aus 7 ¢ 
umgesetztem Kryptopyrrol wurden erhalten 2 g Kryptopyrroliither 
und 2 g Oxykryptopyrrol. 


Identifizierung des bei der Kryptopyrrolatherdarstellung entstehenden 
Oxykryptopyrrols. Reinigung zur Analyse erfolgte durch Sublimation 
im Hochvakuum bei 50°. Durch 4malige fraktionierte Sublimation 
wurde yon dem beigemengten Ol abgetrennt. Schmelzpunkt jetzt 
80°. Oxykryptopyrrol (durch Perhydroloxydation gewonnen) wurde 
parallel dazu sublimiert. Schmelzpunkt auch 80° Beide Pri- 
parate gaben in der Mischschmelzpunktsprobe keine Depression. 


4,982 mg Subst. (subl.): 12,660 mg CO,, 4,200 mg H,O. — 3,862 mg 
Subst.: 0,343 cem N, (18°, 722 mm). 


C,H,,;0N (139,1) Ber. C 69,01 H 9,42 N 10,07 
Gef. ,, 69,30 ,, 9,43 ,, 9,90. 


Spaltung des Kryptopyrrolathers durch konzentrierte Salzsaure. 
Der Versuch wurde nach der (A. 493, S. 92) gegebenen Vorschrift durch- 
gefiihrt. Nach Entfernung des Kryptopyrrolazofarbstoffes und Neutralisieren 
konnte durch Atherextraktion und Sublimation der bereits beschriebene 
K6rper vom Schmelzp. 197° isoliert werden. Methylithylmaleinimid trat 
nicht auf. Mit analysiertem Keto-kryptopyrrol gab der Mischschmelzpunkt 
keine Depression. Auch das friiher erhaltene Material erwies sich mit 
diesem identisch, wihrend der Kryptopyrrolither mit Keto-kryptopyrrol 
eine scharfe Depression ergibt. Bei einem Versuch der Aufarbeitung von 
0,6 g Kryptopyrrolither mit 0,4 g Diazobenzolsulfonsiiure wurde neben 
Ketokryptopyrrol ein in rechtwinkligen Prismen krystallisierter Ko6rper vom 
Schmelzp. 143° beobachtet. 


4,435 mg Subst.: 10,125 mg CO,, 3,460 mg H,O. — 5,082 mg Subst.: 
0,421 cem N (19°, 718 mm). 
C,H,,NO, Ber. C 61,90 H845 N 9,038 
Gef. ,, 62,26 ,, 8,73  ,, 9,15. 
Um was fiir einen K6érper es sich hier handelt, ist unklar. Méglicher- 
weise ist es ein Hydrat des Ketokryptopyrrols oder eine N-Oxydverbindung. 
Bildung von Methylithylmaleinimid aus Kryptopyrrolather. 
Durch Oxydation von 0,38 g Kryptopyrrolither (Schmelzp. 220") 





1) Bei diesen Versuchen war Herr Baumgartner erheblich beteiligt. 
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in 2ccm Pyridin mit 1 ccm Perhydrol bei 75—85° wihrend 
48 Stunden, konnte durch Destillation aus dem entstandenen 
Sirup Methylithylmaleinimid in sehr schénen langen Nadeln vom 
Schmelzp. 65 —67° erhalten werden, das durch Mischschmelzpunkts- 
probe identifiziert wurde. 

Ks wurde auch versucht, den Kryptopyrrolither thermisch 
zu zerlegen im evakuierten, eingeschmolzenen Réhrchen bei 
220—240°. Es entstanden zwar einige Oltrépfchen, mit typisch 
pyrrolartigem Geruch, die sich réteten und auch ein Pikrat gaben, 
das als Rohprodukt bei 100° schmolz und mit Kryptopyrrolpikrat 
(Schmelzp. 136°) im Mischschmelzpunkt keine darunter liegende 
Depression ergab, aber die Menge war zum Umkrystallisieren zu 
sering. Unter etwas milderen Bedingungen, bei 60—65° in 
Pyridinlésung geht der Kryptopyrrolither durch die Kinwirkung 
von Wasserstoffsuperoxyd in Bis-(2,4-dimethyl-3-ithyl-5)-pyrryl- 
peroxyd tiber. Farblose sechseckige Tafeln, die bei 202—210° 
schmelzen. 

4,975 mg Subst.: 12,600 mg CO,, 3,885 mg H,O. — 38,255 mg Subst.: 
0,289 cem N (18°, 715 mm). 

C,,H..N20, Ber. C 69,51 H 8,76 N 10,14 
Gef. ,, 69,35 ,, 8,74 ,, 9,80. 

Beim Schmelz- und Mischschmelzpunkt mit Dikryptopyrryl-peroxyd 
anderer Darstellung ergab sich keine Depression. 

5-Oxy-4, 3’, 5’-trimethyl-3, 4’-didthyl-pyrromethen. 0,2 g des 
Kryptopyrrolithers vom Schmelzp. 222° wurden mit Ferrichlorid 
in Kisessig oxydiert, wie angegeben’). Der resultierende, in 
gelben Nadeln krystallisierte Kérper wurde neuerdings analysiert 
und das durch einen Einwaagefehler bedingte falsche Analysen- 
resultat von damals richtig gestellt. 

4,747 mg Subst.: 12,950 mg CO,, 3,695 mg H,O. — 4,807?) mg Subst.: 
13,150mg CO,, 3,730mg H,O. — 3,337 mg Subst.: 0,328 cem N (22°, 715mm). — 
3,252 mg Subst.: 0,318 cem N (18°, 725 mm)%). 

C,,H,,.N,O Ber. C 74,36 H 8,59 N 10,85 
Gef. ,, 74,40, 74,612) ,, 8,71, 8,68%) ,, 10,70, 10,949). 

Der Kérper ist nach Analyse, Schmelz- und Mischschmelz- 
punkt identisch mit dem 5-Oxy-4,3’,5’-trimethyl-3, 4’-diathyl- 
pyrromethen anderer Darstellung‘). 





11 H. Fischer, Baumgartner u. Plétz, Liebigs Ann. 493, 12 (1932). 

*) Berichtigte Analyse von Liebigs Ann. 493, 12 (1932). 

®) Wiederholt aus Liebigs Ann. 493, 12 (1932). 

‘) Vgl. H. Fischer u. Fréwes, Diese Z. 195, 63 (1931); H. Fischer 
u. Adler, Diese Z. 206, 194 (1932); 212, 156 (1932). 
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Versuche mit dem 5-Oxy-4, 3’, 5'-trimethyl-3, 4’-diaithyl-pyrromethap, 
Umsetzung mit Athylmagnesiumbromid ergab das unveranderte 
Oxymethan. Gegen Salzsiure verschiedenster Konzentration erwies 
sich das Methan als vollkommen bestindig. Dagegen entsteht 
mit Ehrlichreagens eine intensive Rotfirbung. 

Mit Wasserstoffsuperoxyd und Pyridin oxydiert, wird in 
wesentlichen Oxymethen vom Schmelzp. 140° erhalten. Mit Dj. 
azobenzolsulfonsiure und Salzsiure wurde lediglich das Methan 
zu Methen oxydiert, der Azofarbstoff des Kryptopyrrols konnte 
nicht isoliert werden. 

Bis-(2,4-dimethyl-3-acetyl)-pyrryl-5-peroxyd (VII). 1,37 ¢g reines 
2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol (Schmelzp. 137°) in 5 com Pyridin 
gelést, wurde mit 3,5 ccm Perhydrol (= 3 Mol H,O,) bei 65—70° 
wihrend 12 Stunden offen abgedunstet. Am Anfang wurden 
1,5 ccm Perhydrol, der Rest nach einigen Stunden in kleineren 
Mengen zugegeben. Aus der stark eingedunsteten Lisung hatte 
sich ein braungelber Krystallbrei ausgeschieden. Mit warmem 
Alkohol aufgenommen, gekihlt und abgesaugt wurde ein fast 
rein weiBer, gut krystallisierter Kérper vom Schmelzp. 190° er- 
halten. Erhalten 0,3 g. Nach 2maligem Umkrystallisieren aus 
Pyridin ging der Schmelzpunkt auf 183° zuriick. Die Ehrlichsche 
Reaktion ist negativ. Er gibt, in Alkohol gelést, mit FeCl, 
keine Rotfairbung. 

4,965 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 11,530 mg CO,, 2,920 mg H,0. — 
4,892 mg Subst.: 0,402 ccm N, (17°, 710 mm). 

C,sH,0,N, (304,2) Ber. C6312 H663 N 9,21 

Gef. ,, 63,34 ,, 658  ,, 9,04. 


Die Molekulargewichtsbestimmung in Campher ergab bei 0,0083 g 
Substanz in 0,1690 g Campher eine Schmelzpunktsdepression von 6 = 9°. 
Daraus berechnet sich ein Molekulargewicht yon 220. Bei der Lésung der 
Substanz im Campher ist offenbar eine Zersetzung eingetreten, da der be- 
rechnete Wert 304 betrigt, wihrend er fiir die monomolekulare Form 
153 betragen wiirde. Die Molekulargewichtsbestimmung nach der ebuilio- 
skopischen Halbmikrobestimmung in Methylalkohol ergab den geforderten 
Wert. 

0,0262 mg Substanz ergaben in 3,490 g Methylalkohol eine Siedepunkts- 
erhéhung von 0 = 0,022°. 

Ber. 304,02 Gef. 299. 

Bei der Wiederholung der Oxydation des 2,4 Dimethyl-3-acetylpyrrols 
wurde einmal ein Kérper von héherem Schmelzpunkt erhalten, der mit 
dem analysierten im Mischschmelzpunkt eine geringe Depression ergab. 


Koprorhodin-II-trimethylester-hamin. 500 mg Koproporphyrin- 
II-tetramethylester (Schmelzp. 272°) wurden in 12,5 ccm konzen- 
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trierter Schwefelsiure gelést, mit 20 com 20°/,igem Oleum ver- 
setzt und 10 Minuten bei etwa 40° stehen gelassen. Dann auf 
Kis gegossen und abgesaugt. Aus Chloroform—Methylalkohol um- 
krystallisiert wurden 0,25 g freies Koprorhodin II erhalten, das 
in wenig trocknem Pyridin gelést mit Atherischer Diazomethan- 


| Jésung verestert wurde. Nach dem Umkrystallisieren aus Pyridin- 


Methylalkohol 0,2 g schon krystallisierter Koprorhodin-II-tri- 
methylester vom Schmelzp. 225° erhalten. 
Der reine Rhodinester wurde in wenig Pyridin geliést, mit 


viel Chloroform verdiinnt und in diese Lésung eine heibe Lisung 


yon reinem Kisen und etwas NaCl in Eisessig unter Riihren 
rasch einfiltriert. Beim Erkalten scheidet sich das Rhodinester- 
himin prachtvoll krystallisiert aus. Zur Analyse aus Eisessig 
umkrystallisiert. 

5,285 mg Subst. (88° i. V.): 11,755 mg CO,, 2,390 mg H,O, 0,545 mg 
Fe,0,. — 4,460 mg Subst.: 0,291 cem N, (21°, 710mm). — 4,035 mg Subst.: 
0,705 mg AgCl. — 4,535 mg Subst.: 4,155 mg AgJ. 

C,5H,0,N,FeCl (767,65) 

Ber. C 60,96 H5,25 N 7,30 Fe 7,27 Cl 4,62 OCH, 12,12 

a. , oe... tm ~~ 400 uo | SAR 
Spektrum in Pyridin-Chloroform des Koprorhodin-II-trimethylesters. 
I. 644,8—632,0... 622,1 II. 596,8... 588,6—576,9 —_—III. 568,8 














638,0 582,2 
IV, 558,0—545,2 V. 524,4—488,2 End-Abs. 458,7. 
551,8 508,0 


Ag-Komplexsalz des Koproporphyrin-II-tetramethylesters. 200mg 
Koproporphyrin-II- ester in 4 ccm Eg. mit 200 mg Ag-acetat versetzt und 
3 Minuten im Sieden gehalten. Uber Chloroform aufgearbeitet. Umkrystal- 
lisation aus Chloroform-Methylalkohol, in feinen Nadeln erhalten. 
Schmelzp. 274° u. Zers. Ausbeute sehr gut. 

4,395 mg Subst. (bei 75° i. V. getr.): 9,420 mg CO,, 2,185 mg H,0, 
0445 mg Ag. — 2,812 mg Subst.: 0,167 cem N, (18°, 719 mm). — 5,755 mg 
Subst.: 6,530 mg AgJ. 

C.oH,;0,N,Ag (817,27) 

Ber. C 58,73 H5,55 N6,86 Ag 13,20 OCH, 15,18 
Gef. ,, 58,46 » 5,56 ~—,,_ 6,57 » 12,40 » 14,99. 

Ein analog hergestelltes Co-Komplexsalz des Koproporphyrin-II- 
tetramethylesters, das 2mal aus Chloroform-Ather umkrystallisiert wurde, 
ergab folgende Werte: 

4,720 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 10,905 mg CO,, 2,355 mg H,O, 
0.485 mg Co,O,. — 6,970 mg Subst.: 8,300 mg AgJ. 

C,,H,,0,N,Co (767,35) Ber. C 62,55 H 5,78 Co 7,69 OCH, 16,15 
Gef. ,, 63,01 ,, 5,58 ,, 7,55 ,, 15,73. 
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Untersuchungen tiber den Kreatin- und Kreatininstoffwechsel, 
II. Mitteilung. 
Uber das Kreatinin und Kreatin des Blutes. 


Von 


M. K. Zacher! und H. Lieb. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juni 1934.) 


Vor einiger Zeit haben H. Bohn und F. Hahn?) iiber Ver. 
suche berichtet, aus denen sie den SchluB ziehen, ,daB es sich 
bei dem nach Folin bestimmten sogenannten priiformierten Krea- 
tinin des Blutes nicht um wahres Kreatinin handeln kann. Viel- 
mehr scheint normalerweise Kreatinin nicht in meBbarer Menge 
im Blut vorhanden zu sein.“ Die Verfasser stehen damit in Uber- 
einstimmung mit Greenwald und Mc Guire?), sowie mit Behre 
und Benedict*), die schon vor lingerer Zeit experimentelle Be- 
weise dafiir beibrachten, daB das priiformierte Kreatinin normaler- 
weise im Blut nicht existiere, zumindest nicht in meBbarer Menge. 
Sie weisen darauf hin, daB das sogenannte praformierte Kreatinin 
im Gegensatz zum wahren Kreatinin durch Kohle und Kaolin nicht 
absorbierbar sei und da es insbesondere durch starke Natron- 
lauge nicht zerstért werde. Auch die bisherige Ansicht iiber das 
Verhalten des Kreatins im Blut ist nach den Versuchen von 
H. Bohn und F. Hahn weitgehend zu andern. Wahres Kreatin 
sel zwar normalerweise regelmifig im Blut nachweisbar, seine 
Menge entspriche aber nur etwa ‘/,—1/, der bisher angenommene 
Kreatinwerte. ; 

Da wir uns schon seit lingerer Zeit bei unseren Stoffwechsel- 
untersuchungen auch mit der Methodik der Kreatin- und Krea- 
tininbestimmung im Blut und Harn beschiftigen und in unserer 
ersten Mitteilung*) eine Methode der Kreatininbestimmung mittels 
des Pulfrichphotometers angegeben haben, sehen wir uns ge- 





1) Z. klin. Med. 125, 458 (1933). *) J. of biol. Chem. 34, 103 (1918). 
5) J. of biol. Chem. 52, 11 (1922). 4) Diese Z. 223, 169 (1934). 
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zwungen, zu der Verdffentlichung der genannten Autoren Stellung 
zu nehmen. 


Zuniichst sei darauf hingewiesen, daB sich H. Bohn, gemeinsam mit 
A. Friedsam’) gleichfalls entschlossen hat, das Pulfrichphotometer zur 
Auswertung der Jaffeschen Reaktion anzuwenden. Die von ihm dabei 
erhaltenen Ergebnisse stimmen im wesentlichen mit unseren Angaben iiber- 
ein. Wir sind geneigt, die allerdings geringfiigigen Unterschiede darauf 
zuriickzufiihren, daB die genannten Autoren die groBe Bedeutung der Rein- 
heit, vor allem der angewandten Pikrinsiiure nicht geniigend beriicksichtigt 


haben. 

Die ersten Schwierigkeiten bei der Bestimmung des priifor- 
mierten Kreatinins und des Kreatins fanden H. Bohn und 
f, Hahn beim Vergleich der EnteiweiSungmethode nach Folin-Wu 
und der nach Pincussen. Nach Pincussen wird mit Trichlor- 
essigsiiure enteiweiBt und das dabei erhaltene Blutfiltrat im Auto- 
klaven 20 Minuten bei 2 Atmosphiiren Druck und 130° behandelt. 
Hierbei zeigen sich gegeniiber der Methode nach Folin, wobei 
mit Wolframsiure enteiweiBt und die Autoklavenbehandlung bei 
Gegenwart von Salzsiure vorgenommen wird, niedrigere Werte. 
Ausgehend von der bekannten Erscheinung, daB sich Trichlor- 
essigsiiure unter den vorhin genannten Bedingungen quantitativ 
zersetzt, sind die Verfasser der Meinung, daf diese Siure also 
nicht geeignet sei, die nétige Aciditat zur Umwandlung von Kreatin 
in Kreatinin zu gewiihrleisten. Sie gelangen daher zur Ansicht: 
.Wenn es sich bei dem nach Folin im Blut bestimmten Kreatinin 
und Kreatin um wahres Kreatinin und wahres Kreatin handeln 
wirde, dann diirfte man bei der Umwandlung nach Pincussen 
ohne Salzsiureschutz nur Spuren von Kreatinin und nur sehr 


 geringe Mengen Kreatin finden.“ Da dies nicht der Fall war, die 


erhaltenen Zahlenwerte vielmehr nur wenig unterhalb den mit 
Salzsiiureschutz gemessenen lagen, sehen die Autoren die nach 
Folin gewonnenen Werte ,,in eigenartigem Licht“. 

Die Zersetzung der Trichloressigsiiure tritt allerdings ein, 
aber nicht augenblicklich. Es ist fiir eine geraume Zeit die fir 
die Umwandlung nétige Aciditit gewihrleistet, jedoch héchstens 
in seltenen Fallen bis zum quantitativen Verlauf dieser Reaktion. 
Wir haben zum Beweis dieser Behauptung 5 ccm waBrige Kreatin- 
lésung, enthaltend 1,127 mg Kreatin mit 1 ccm 20°/,iger Tri- 
chloressigsiure 20 Minuten im Autoklaven bei 130° erhitzt und 
nachher darin 0,559 mg Kreatinin (Verlust 42,50°/,) im Parallel- 


) Z, klin, Med. 126, 483 (1934). 
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versuch 0,840 mg (Verlust 13,57°/,) Kreatinin wiedergefunden, stat 
0,971 mg. In zwei weiteren Versuchen haben wir die Konze. 
tration der Trichloressigsiure auf die Hilfte verringert, um damit 
den Aciditiitsbereich des Pincussen-Blutfiltrates einzuschliefep, 
und haben dabei einmal 0,728 mg (Verlust 25,11°/,), das andere 
Mal 0,865 mg (Verlust 11,0°/,) Kreatinin gefunden. Wir kénnen 
also H. Bohn und F. Hahn bei der Ablehnung der Methode 


Pincussens zustimmen, jedoch nicht bei den Riickschliissen au; 


die nach Folin erhaltenen Werte. Insbesondere miissen wir diese 
Riickschliisse beziiglich des priformierten Kreatinins ab. 
lehnen; denn Trichloressigsiure ist auch ohne Salzsaureschutz 
nicht befaihigt, Kreatinin etwa zu zerstéren. Wir haben 5 ccm 
wiBrige Kreatininlésung, enthaltend 1,13 mg Kreatinin, mit 1 ccm 
20°/,iger Trichloressigsiure (ohne Salzsiure) im Autoklaven erhitzt 
und nachher 1,082 mg wiedergefunden (Verlust 4,2°/,), ein Wert, der 
durchaus innerhalb der erlaubten Fehlergrenze liegt. Aus diesem 
Versuch geht auch hervor, da8 Kreatinin ohne Salzsaureschutz 
bei schlieBlich neutraler Reaktion zu mindest wahrend der kurzen 
Zeit der Autoklavenbehandlung nicht zerstért wird, im Gegensatz 
zu seinem Verhalten bei alkalischer Reaktion, worauf spiater ein- 
gegangen werden soll. Dies geht niimlich aus der Tatsache her- 
vor, daf die Lésung nach der Autoklavenbehandlung tatsiichlich 
gegen Lackmus neutral reagierte. 

In der eingangs zitierten Mitteilung geben Behre und 
Benedict an, zusitzliches Kreatinin aus dem Blut mit Hilfe 
von Kaolin entfernen zu kénnen, ohne daB das_priformierte 
Kreatinin vermindert worden wire. H. Bohn und F. Hahn be- 
stitigen diese Angaben. ‘Tatsiichlich ist diese Adsorption den 
beiden erstgenannten Autoren nur in einem Fall quantitativ ge- 
lungen, sonst verbleiben Reste des zusiitzlichen Kreatinins zwischen 
5—30°/,. Vom praformierten Kreatinin scheint es laut Tabelle 
doch mehrmals gelungen, bis zu 30°/, zu adsorbieren, wiihrend 
andere Male wieder eine Vermehrung des priformierten Kreatinins 
nach Kaolinbehandlung aufzutreten scheint. Die groBe Zahl von 
Begleitstoffen im Blutfiltrat 1i8t uns auch die Anwendung dieses 
Kriteriums nicht ratsam erscheinen, da eine Beeinflussung der adsorp- 
tiven Krifte dadurch wohl méglich ist. Ganz besonders scheinen 
uns jedoch die Versuche von Gaebler?) darauf hinzuweisen, da! 
hierbei Verunreinigungen eine groBe Rolle spielen kénnen. Dieser 





1) J. of biol. Chem. 89, 451 (1930). 
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gibt nimlich an, es sei ihm immer bei Verwendung von mit 
20°/,iger Salzsiure ausgekochtem Kaolin gelungen, eine Abnahme 
des Kreatininwertes im Blut zu erzielen, wihrend Kaolin, das bei 
Zimmertemperatur mit Salzsiiure in der Verdiinnung 1:5 be- 
handelt wurde, nicht imstande war, die farbgebende Substanz 
aus dem Blut zu entfernen. — Zu den diesbeziiglichen Versuchen 
yon H. Bohn und F. Hahn Stellung zu nehmen, ist uns nicht 
miglich, da keine Angaben dariiber gemacht werden. 

Dieselben Verfasser haben versucht, in 1000 ccm Blut ent- 
sprechenden Filtratmengen das Kreatinin als Pikrat zu fallen, 
haben dabei aber ein Fallungsprodukt erhalten, das alle charakte- 
ristischen analytischen Daten des wahren Kreatininpikrats ver- 
missen lieB. M. Jaffe’), der diese Reaktion erstmalig mitteilt, 
gibt fiir dieses Pikrat an, daB sich davon in 100 ccm Wasser 
0,1816 g lésen. Bei der geringen Menge des im normalen Blut 
vorhandenen Kreatinins (etwa 2 mg-°/,) miiBte dieses Blutfiltrat 
so weitgehend eingeengt werden (mindestens bis auf 40 ccm), um 
Kreatininpikrat zur Ausscheidung zu bringen, daB wohl unvermeid- 
lich betrachtliche Mengen sonstiger Begleitstoffe gleichfalls ab- 


: geschieden wiirden, die dann die analytische Identifizierung un- 


méglich machten. Wir halten es daher nicht fir angingig, den 
negativen Ausgang dieses Versuches als Grundlage fiir die Beant- 
wortung dieser Frage heranzuziehen. 

Bei dieser Gelegenheit wollen wir jedoch darauf hinweisen, 
daB die Isolierung bzw. Darstellung von Kreatinin aus Blutfiltrat 


: von Gaebler durchgefiihrt wurde. Diesem ist es nimlich gelungen, 


durch Adsorption an Lloyds Reagens*) und Eluierung einen 
Kérper anzureichern, der alle Reaktionen des Kreatinins zeigt, 
und von dem aus es méglich war, sowohl Kreatininpikrat als auch 


| Kreatinin—Chlor—Zink darzustellen und diese K6rper analytisch 


zu identifizieren. Allerdings l48t Gaebler diesen Beweis fir 
das Vorhandensein von priaformiertem Kreatinin im Blut nicht 
gelten, da er Adsorption und Eluierung fiir dessen Entstehen 
verantwortlich macht. 

Behre und Benedict haben nun Versuche angestellt, die 
sich auf die vermeintliche Feststellung griinden, da Kreatinin 


in alkalischer Lésung ,,vollkommen zerstért wird, wenigstens so 


weit es mit alkalischer Pikratlésung nachweisbar ist“. Sie geben 


—_—.. 





') Diese Z. 10, 391 (18886). 
*) = Walker-Tonerde = Aluminiumsilikat, J.U.Lloyd, Cincinnati (Ohio). 
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an, daB diese Zerstérbarkeit beim priformierten Kreatinin des 
Blutes nicht vorliege. H. Bohn und F. Hahn bestitigen dies, 

In erster Linie ist hier entgegen zu halten, daB schon die 
Voraussetzung der vollkommenen Zerstérbarkeit von Kreatinin in 
alkalischer Lésung unter den gewihlten Bedingungen nicht zutrifft, 
A. Hahn und G. Barkan’) haben nimlich durch eingehende 
Versuche gezeigt, da8 in alkalischer Lisung ein Gleichgewichts- 
zustand ,,Kreatin = Kreatinin“ eintritt, dessen Schwergewicht auf 
der linken Seite liegt. Die Konstante [Kreatin]:[Kreatinin] = 2,12. 
Nebenher geht jedoch eine allmihliche Zersetzung der freien 
Base Kreatinin von statten. Sie haben weiter aus ihren Ver- 
suchen schlieBen kénnen, ,,daB mit groBer Wahrscheinlichkeit nur 
die elektrisch-neutrale Base Kreatinin, nicht aber freies Kreatin 
oder Kreatininkation einer wesentlichen Zersetzung unterliegt*, 
Diese Angaben verhelfen zu einer zwanglosen Erklirung auch 
unserer Versuche, aus denen hervorgeht, daB sich die im Blut 
befindlichen Kérper, welche den positiven Ausfall der Jaffeschen 
Reaktion verursachen, genau so verhalten, wie es an Lésungen 
von Kreatin und Kreatinin zu beobachten ist. Dies steht im Wider- 
spruch zu den Ausfithrungen von H. Bohn und F. Hahn — und 
nicht nur das: es macht gerade das Verhalten der oben genannten 
Koérper im Blutfiltrat die Annahme sehr wahrscheinlich, daB tat- 
siichlich neben Kreatin auch priformiertes Kreatinin im Blut vor- 
handen ist. Ganz abgesehen von diesem Verhalten entspricht es 
unbedingt dem oben angegebenen Gleichgewicht, da’ man bei 
Vorhandensein von Kreatin im Blut — eine Tatsache, die auch 
H. Bohn zugibt — auch zu der Annahme gezwungen ist, dab 
sich beim p,, des Blutes eben auch ein Gleichgewichtszustand 
einstellt, dem zufolge dann auch priiformiertes Kreatinin vorhanden 
sein muB, 

Im Nachstehenden fiihren wir Versuche an, die wir an wiib- 
rigen Kreatininlésungen und in analoger Weise an Blutfiltrat vor- 
genommen haben. 

Es wurde 1 ccm wiBrige Kreatininlésung (enthaltend 0,278 mg) auf 
4 ccm verdinnt und 1 ccm 10°/,ige Natronlauge zugefiigt*) und dieses 
Gemisch 1 Stunde im siedenden Wasser erhitzt. Daraufhin waren nur 


mehr 0,023 mg Kreatinin nachweisbar (Verlust 91,73°/,). In einem zweiten 
Versuch wurden 5 cem wiBrige Kreatininlésung (= 1,344 mg Kreatinin) mit 





') Z. Biol. 72, 25 (1920). 
*) Diese Natronlaugekonzentration ist nach den Versuchen von 
Behre und Benedict gewihlt. Bohn und Hahn geben keine Daten a. 
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ieem 10°/,iger Natronlauge wieder 1 Stunde im Wasserbad erhitzt, nachher 
mit Salzsiure angesiuert und nun im Autoklaven durch 20 Minuten bei 
130° gehalten. Daraufhin wurden 0,0132 mg Kreatinin wiedergefunden 
(Verlust 99,02 °/,). 

Wir haben nun dieselben Bedingungen auf Versuche mit Blut- 
filtrat iibertragen. 


Als 1. Versuch wurden 5 ccm Blutfiltrat, dessen Wert fiir priformiertes 
Kreatinin vorher zu 2,41 mg-°/, bestimmt worden war, mit 1 cem 10°/, iger 
Natronlauge 1 Stunde im Wasserbad erhitzt. Hierauf wurden nur mehr 
0,04 mg-°/) (Verlust 98,34°/,), in einem Parallelversuch 0,08 mg-°/, Kreatinin 


~ 


gefunden (Verlust 96,68°/,). Im 2. Versuch wurden 5 cem Blutfiltrat (pri- 
formiertes Kreatinin 3,91; mg-°/,; Nephritis) mit 1 ccm Natronlauge 1 Stunde 
auf dem Wasserbade erhitzt und nachher 0,89 mg-°/, wiedergefunden (Ver- 
lust 77,24 °/,). 

Aus diesen beiden Versuchen ergibt sich ein vollig analoges 
Verhalten zu reinen, wiBrigen Kreatininlésungen, und zeigt sich 
auch die 'Temperatur bzw. Zeitbedingtheit der Zersetzung. Somit 
stehen unsere Versuche in Widerspruch zu den Ergebnissen von 
Behre und Benedict, sowie zu den Angaben von H. Bohn und 
F.Hahn. Eine zwingende Erklarung dieser Widerspriiche ver- 
mégen wir nicht zu geben, es sei denn, daB die Bestimmungs- 
methode mit Hilfe des Pulfrichphotometers eine genauere Er- 
fassung so geringer Farbwerte erméglicht, im Gegensatz zu den 
bisher colorimetrisch ermittelten Werten. 

Auch unsere Versuche iiber das Verhalten des Kreatins 
fiihrten zu anderen Ergebnissen. Die genannten Autoren behaupten 
nimlich, daB zwar wahres Kreatin normalerweise regelmibig im 
Blut nachzuweisen sei, daf dessen Menge aber nur '/,—1/, des 
bisher angenommenen Wertes entsprache. Denn nach Behandlung 
des Blutfiltrates zur Uberfiihrung des vorgebildeten Kreatins in 
Kreatinin verhalte sich nur ein sehr kleiner Anteil des ,,Gesamt- 
kreatinins* wie wahres Kreatinin gegeniiber der Kinwirkung von 
Natronlauge. Der gréBte Teil der nach der Umwandlung auf- 
getretenen und mit Pikrinsiure reagierenden Stoffe sei als ,,Pseudo- 
kreatin* anzusprechen, Aus weiteren Versuchen, auf die hier 
nicht néher eingegangen werden soll, wird auf ,mindestens zwei 
verschiedene Pseudokreatinstoffe, Pseudokreatin A und B* ge- 
schlossen. 


Zunichst haben wir folgende Versuche gemacht: 


1 ecem wiBrige Kreatinlésung (enthaltend 0,290 mg) wurde auf 4 cem 
verdiinnt, 1 cem 10°/,ige Natronlauge zugefiigt und 1 Stunde im Wasserbad 
erhitzt. Nachher wurde die Lésung angesiuert und 20 Minuten im Auto- 
claven bei 2 Atmosphiiren erhitzt. Die Messung ergab hierauf 0,057 mg 
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Kreatinin (Verlust 73,76°/,). Ein gleicher Versuch bei 2stiindigem Erhitzey 
im kochenden Wasser ergab nach der Umwandlung 0,023 mg Kreatiniy 
(Verlust 90,83°/,), bei 3stiindigem Erhitzen 0,014 mg (Verlust 94,41°/,). 

Diese Zahlen befinden sich in Ubereinstimmung mit den 
Angaben A.Hahns?), daB die Abnahme im Anfang sehr grof ist, 
dann aber stark abnimmt, um schlieBlich auBerordentlich kleiy 
zu werden. 

Weiter wurden nach Ermittlung des Wertes fiir das Gesamtkreatinin 
(zu 6,33 mg-°/,) 5ecm Blutfiltrat mit 1 cem Lauge 1 Stunde im Wasser. 
bad erhitzt und nachher der gewéhnlichen Behandlung im Autoklaven bei 
salzsaurer Reaktion unterzogen. Es ergab sich der Rest von 2,83 mg-%), 
(Verlust 55,29°/,), im Parallelversuch 2,90 mg-°/, (Verlust 54,19°/,) Gesamt- 
kreatinin. Dasselbe wurde auch noch mit einem anderen Blutfiltrat gemacht, 
Dabei wurden ohne Laugenbehandlung 6,62 mg-°/,, mit Laugenbehandlung 
1,33 mg-°/, Gesamtkreatinin gefunden (Verlust 79,91°/,). 

Andrerseits wurde Blutfiltrat zuerst im Autoklaven behandelt 
und hernach mit Lauge erhitzt. Dabei wurden folgende Werte 
erhalten: 

1. Gesamtkreatinin: 6,33 mg-°/,; Rest nach Laugenbehandlung 


1,11 mg-°/, (Verlust 82,46 °/,). 
2. Gesamtkreatinin: 4,81 mg-°/,; Rest mach Laugenbehandlung 


1,65 mg-°/, (Verlust 65,70 °/,). 

Diese Versuche zeigen, daf sich weder priaformiertes Krea- 
tinin noch Kreatin im Blutfiltrat restlos durch Behandlung mit 
2°/,iger Natronlauge durch 1 Stunde bei 100° zerstéren lassen, 
Diese Zerstérung erfolgt jedoch analog reinen Kreatin- und 
Kreatininlésungen bis zu sehr geringen Resten, was sich besonders 
durch Gegeniiberstellung der tatsichlich zum Versuch gelangenden 
und dabei wiedergefundenen Mengen darstellen 1aBt. 


mg Kreatinin in 5 cem Filtrat bzw. in 5cem wiBriger Liésung 
bei Laugenbehandlung. 


a) vorher 0,278, 1,344, 0,250, 0,250, 0,250, 0,024, 0,024, 0,039, 0,046, 
0,066, 0,046. 

b) nachher 0,023, 0,0182, 0,057, 0,023, 0,014, 0,0025, 0,0012, 0,009, 
0,026, 0,013, 0,011. 

Es muB hier allerdings erwaihnt werden, daB sich unsere 
Versuche von denen A. Hahns insofern unterscheiden, als 
A. Hahn bei 26°, wir aber bei 100° arbeiten. Die Ergebnisse 
unterscheiden sich jedoch lediglich durch die bedeutend erhdhte 
Reaktionsgeschwindigkeit bei unseren Versuchen. In beiden Fillen 
weisen sie auf die schon oben mitgeteilte Angabe A. Hahns, 
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daB Zerstérung nur insoweit auftritt, als freie Kreatininbase vor- 
liegt. Nach Beendigung der Hitzebehandlung stellt sich das rest- 
liche Kreatin wieder auf den Gleichgewichtszustand ein und es 
wird demzufolge immer noch eine, allerdings geringe Menge 
Kreatinin gefunden. Sofern aber von einer Kreatinlésung aus- 
gegangen wurde, geht folgerichtig die Zersetzung weniger rasch 
vor sich und es wird daher auch nach Autoklavenbehandlung 
eine gréBere Menge Kreatinin wiedergefunden. 

Um nun die vermeintliche Bildung von Pseudokreatin zu 
vermeiden, sehen H. Bohn und F. Hahn von der Autoclayven- 
behand!ung des Blutfiltrates ab und bezeichnen statt dessen den 
Vorgang nach A. Hahn?) als Methode der Wahl zur Umwandlung 
von Kreatin in Kreatinin. Zu der Ausarbeitung dieser Methode 
sahen sich A. Hahn und G. Barkan veranlaft, ,da ihnen ein 
Autoklav nicht zur Verfiigung stand“. Dieser Vorgang sieht eine 
Behandlung des Filtrates bei 60° wahrend einer 24stiindigen 
Einwirkungszeit durch Normalsalzsiure vor. Die dabei erhaltenen 
Kreatinwerte sollen dem ,,wahren Kreatin* nach H. Bohn und 
F. Hahn entsprechen, um so mehr, als zusitzliches Kreatin im 
Blutfiltrat quantitativ wiedergefunden wurde. Ein Vergleich der 
nach A. Hahn erhaltenen Kreatinwerte mit denen der indirekten 


Methode — die als wahres Kreatin nur jene Mengen gelten laBt, 
die nach Umwandlung in Kreatinin durch Lauge wieder zerstért 
werden — ergab zwar deren Ubereinstimmung. Folgerichtig be- 


zeichnen daher H. Bohn und A. Friedsam als ,,Pseudokreatin“ 
jene Stoffe, ,die bei Behandlung des Serums bei héherer Tempe- 
ratur (135°) einen héheren Kreatingehalt vortaiuschen, als bei der 
Umwandlung im Brutschrank (60°). Demgegeniiber aber konnten 
wir feststellen, daB die Methode von A. Hahn ebendieselben 
Werte ergibt wie die Behandlung des Blutfiltrates im Autoklaven; 
dies ist allerdings nur dann der Fall, wenn die von A. Hahn 
vorgeschriebene Salzsiurekonzentration eingehalten wird, d. h. das 
im Brutschrank bei 60° behandelte Blutfiltrat muf normal- 
salzsauer sein. 


Versuch: 9,396 mg Kreatin wurden in 10 cem n-Salzsdure geldst 
und durch 24 Stunden bei 60° gehalten. Danach wurden 8,13 mg Kreatinin 
gefunden. Diese Menge entspricht 9,431 mg Kreatin. 

Es ist jedoch nicht gelungen, diese Umwandlung in 0,2 n-Salzsiiure 
(der bei Autoklavenbehandlung vorgeschriebenen Konzentration) bei sonst 
gleichbleibenden Bedingungen der A. Hahnschen Methode quantitatiy 


) Z. f. Biol. 72, 305 (1920). 





188 M.K. Zacherl und H. Lieb, Kreatin- u. Kreatininstoffwechsel. 


durchzufiihren. 1,186 mg Kreatin ergaben dabei nur 0,523 mg (Verlust 
48,83°/,), im Parallelversuch 0,577 mg Kreatinin (Verlust 43,54°/,); in der. 
selben Lésung wurden bei gleicher Salzsiurekonzentration nach Auto. 
klavenbehandlung 1,019 mg Kreatinin gefunden (berechnet 1,022 mg), 
Versuch: 5 ccm Blutfiltrat ergaben nach Autoklavenbehandlung 
5,98 mg-°/, Gesamtkreatinin. Derselbe Wert wurde auch gefunden bei Be. 
handlung von 5 cem desselben Filtrates nach A. Hahn, d.h. nach Zusat, 
von 1 cem 5 n-Salzsiure und Erwirmen auf 60° durch 24 Stunden. 
Daraus geht eindeutig hervor, daB auch die Methode von 
A. Hahn nicht imstande ist, die Bildung von Pseudokreatin, s0- 
fern eine solche iiberhaupt stattfindet, zu vermeiden. Wir glauben 
jedoch, daB zur Annahme der Bildung solcher Stoffe keine Ver. 
anlassung besteht, da sich die im Blutfiltrat mit der Jaffeschen 
Reaktion bestimmbaren Kérper véllig analog wie Kreatin und 


Kreatinin verhalten. 
Zusammenfassung. 
1. Die Methode der Kreatin- und Kreatininbestimmung 
nach Pincussen ergibt infolge der vorzeitigen Zersetzung der 
Trichloressigsiure nicht die der vorhandenen Kreatinmenge ent- 


sprechende Menge Kreatinin. 

2. Die im Blutfiltrat vorhandenen, mit der Jaffeschen 
Reaktion erfaBbaren Stoffe verhalten sich vdéllig analog wie 
Kreatin und Kreatinin. Es besteht daher kein Grund, die Existenz 
von priformiertem Kreatinin anzuzweifeln oder die mit dieser 
Methode gemessene Menge Kreatin nur zu einem Bruchteil als 
wabres Kreatin anzusehen. 

3. Die Umwandlungsmethode nach A. Hahn ergibt fir das 
Gesamtkreatinin dieselben Werte wie die Umwandlung im Auto- 
klaven. Man wird sie jedoch, da sie wesentlich mehr Zeit be- 
beansprucht, nur bei Mangel eines Autoklaven anwenden. 
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Untersuchungen iiber das Tyrosinbindungsvermigen 
des Ovalbumins. 


Von 
J. Groh und Zs. Keresztes. 
Mit 4 Figuren im Text. 





(Aus dem Chemischen Institut der landwirtschaftlichen Hochschule Budapest.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juni 1934.) 


I. Seitdem Bugarszky und Liebermann im Jahre 1898 
in ihren grundlegenden Untersuchungen das Saure- und Basen- 
bindungsvermégen der Eiweifstoffe nachgewiesen haben, beschiftigte 
dieses Problem viele Forscher. Es wurden mannigfaltige Versuche 
angestellt mit verschiedensten Siuren, Basen, Salzen usw. Doch 
sind in der Literatur — unseres Wissens nach — keine Angaben 
iiber das Bindungsvermégen der HiweiBstoffe gegeniiber Amino- 
siure zu finden, obgleich es a priori zu erwarten ist, daB die 
Aminosauren nicht ohne Wirkung auf die EiweiBstoffe sind. 

II. Wir haben nun einige Versuche in dieser Richtung an- 
gestellt. Als EKiweiBstoff wihlten wir das Ovalbumin, weil dieses 
bei verschiedensten p,-Werten gut léslich und nach The Sved- 
berg homodispers ist*). Das Tyrosin erwies sich andererseits des- 
wegen als eine geeignete Aminosiure, weil seine Konzentration 
— auch bei sehr kleinen absoluten Werten — sich leicht be- 
stimmen laBt. 

Die Darstellung des Ovalbumins geschah nach Hans Jessen- 
Hansen so?), daB wir aus dem HiereiweiS durch Zugabe von 
gleichem Volum gesiittigter Ammoniumsulfatlésung zuerst das 
Globulin fallten. Das Filtrat wurde nun mit weiteren Mengen 
Ammoniumsulfats und Schwefelsiure vermischt, wobei das Oval- 
bumin krystallinisch ausschied. Nach 3 maligem Umkrystallisieren 
haben wir die Lésung dialysiert und die letzten Spuren des 
Ammoniumsulfats durch Elektrodialyse nach (Pauli) entfernt. 





) Kolloid-Z. 51, 10 (1930). 
*) Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmeth. Teil 8, Abt. I. 
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Die Konzentration des T'yrosins haben wir kolorimetrisch 
gemessen, und zwar dadurch, dai wir die Folin-Marenzische 
Farbreaktion’) hergestellt und die Starke derselben mit — unter 
aihnlichen Bedingungen hergestellten — Farbreaktionen von Tyrosin- 
lésungen bekannter Konzentrationen verglichen haben. 

III. Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB wir den Ovalbumin- 
lésungen bekannte Mengen des T'yrosins zugemischt haben und 
in den eiweiBfreien Ultrafiltraten die Konzentrationen des Tyro- 
sins bestimmt haben. Die Konzentrationen des letzteren waren 
natiirlich in den Ultrafiltraten kleiner, als in den urspriinglichen 
Lésungen. Aus den Differenzen ergaben sich die Mengen des 
durch das Ovalbumin gebundenen ‘'yrosins. 

Die zu den Ultrafiltrationen beniitzten Lésungen enthielten 
stindig 1 g Ovalbumin pro 100 ccm und variierende Mengen von 
Tyrosin. Die Lésungen enthielten aber auBer diesen auch ein 
Puffergemisch, mit welchem wir die Liésungen auf verschiedene 
Py- Werte eingestellt haben. Wir fiihrten nimlich je eine Versuchs- 
reihe bei p, = 4,7 (isoelektrischer Punkt des Ovalbumins), ferner 
bei p,, = 3,8, 8,2 und 9,8 aus. Zur Erreichung der p,-Werte 4,7, 
bzw. 3,8 enthielten die Lésungen je 10 ccm Azetatpuffergemische 
(1:1 bzw. 16:1), welche aus 0,5 n-Essigsiiure- und 0,5 n-Natrium- 
acetatlésungen dargestellt wurden. Den p,-Wert 8,2 erreichten 
wir so, daB je 100 ccm des zur Ultrafiltration beniitzten Gemisches 
10 ccm eines Natriumborat—Salzsiurepuffers (3:1) enthielten. In 
den Gemischen von p,, = 9,8 endlich waren 25 ccm eines Natrium- 
borat—Natriumhydroxydpuffers (1:1) pro 100 ccm vorhanden. (Zu 
den Boratpuffern beniitzten wir 0,1 n-Liésungen.) Wegen der Lis- 
lichkeit des Zinniiberzuges der Ultrafiltereinrichtung konnten wir 
keine Versuche bei weniger als p,, = 3,8 anstellen. Lésungen mit 
gréBeren p,-Werten als 9,8 vertrugen die Filtermembraneu 
nicht mehr. : 

Zur Ausfiihrung der Ultrafiltration diente eine Ejinrichtung 
mit einem elektromagnetischen Riihrer, welche bis 125 Atm. 
belastet werden konnte. (Stickstoffbombe.) Die Membrane wurden von 
der Membranfilter-Gesellschaft Gottingen geliefert. (,,EiweiBdichte 
Membrane“.) Das erste Kubikzentimeter des Filtrats haben wir 
immer weggegossen, weil dies die Feuchtigkeit der Membrane 
enthielt. (Die Membrane sollen nimlich standig unter Wasser 
gehalten und feucht in die Kinrichtung gesetzt werden.) Aus den 


1) J. of. biol. Chem. 83, 89 (1929). 
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100 ccm der Mischung, welche in die Ultrafiltereinrichtung ge- 
ossen wurden, filtrierten wir héchstens 20 ccm ab, damit wir das 
Gleichgewicht, welches sich in der Mischung ausgebildet hat, wo- 
méglich nicht wesentlich beeinflubten. Die Filtrierung dauerte je 


etwa 1 Stunde. 
Wir kontrollierten die Filtrate stiindig, ob sie in der Tat 
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Fig. 2. (Versuche bei py = 3,8.) 


elweiBfrei waren. AuBerdem iiberzeugten wir uns, daB die Membrane 
keine meBbaren Mengen von Tyrosin gebunden hatten. 

IV. Die Resultate sind in den Fig. 1—4 graphisch dargestellt. 
Die Abszissen der letzteren zeigen die Tyrosinkonzentrationen (in 
mg/100 cem-Einheiten) der zu der Ultrafiltration beniitzten 
Mischungen, welche — wie erwihnt — 1 g Ovalbumin pro 100 ccm 
enthielten. Die Ordinaten stellen diejenigen Mengen des Tyrosins 
(in Milligrammen) dar, welche durch 1 g Ovalbumin gebunden wurden. 
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Die Daten der ersten 3 Versuchsreihen (Fig. 1—3) stehep 
sehr nahe zueinander. Wird die Konzentration des Tyrosins er- 
héht, so nimmt die Bindung desselben zu, aber nur bis zu einem 
Grenzwert. Von einem gewissen Punkt ab steigt aber die Bindung 
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Fig. 3. (Versuche bei py = 8,2.) 
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Fig. 4. (Versuche bei py = 9,8.) 


des Tyrosins rasch und scheint gegen einen neuen Grenzwert 2u 
konvergieren. Es ist nicht gelungen, diesen letzteren Grenzwert 
zu erreichen, weil das Tyrosin bei den beniitzten p,-Werten nicht 
geniigend léslich ist. 

Bei p,, = 9,8 ist aber die Liéslichkeit wesentlich gréBer. Wenn 
wir nun die in diesem Medium erhaltenen Resultate priifen (Fig. 4), 
so sehen wir 3 Knickpunkte. 
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V. Wir iiberzeugten uns durch besondere Versuche, daB die 
Bindung des Tyrosins eine reversible ist. Die Resultate dieser 
Versuche faBten wir in der folgenden Tabelle zusammen: 














Konzentration pina ame Tyrosinbindung 
; es Tyrosins 
des Ovalbumins |... q. Ulirafiltration mg / 100 ecm 
g/100 cem mg /100 cem Lésung 

I. Versuch 1 21 5,55 
21 5,57 
& 0,5 10,5 1,85 
0,5 10,5 1,79 
x ~ 0,5 10,5 1,83 
0,5 10,5 1,81 











Die Versuche I und II wurden ebenso ausgefiihrt, wie die 
oben beschriebenen. Bei dem Versuche III stellten wir eine eben- 
solche Mischung dar, wie beim Versuch I, doch haben wir die- 
selbe vor der Ultrafiltration aufs doppelte Volum verdiinnt. Das 
Ergebnis dieses Versuches stimmt mit demjenigen des zweiten 
Versuches iiberein, was klar zeigt, daB die Bindung des Tyrosins 
umkehrbar verliuft. 

Besondere Versuche haben wir auBerdem ausgefiihrt um zu 
prifen, ob das Tyrosin bei seiner Bindung nicht andere Amino- 
siuren aus dem Kiweif verdringt. Zu diesem Zwecke bestimmten 
wir den Tyrosingehalt eines Ultrafiltrats, einerseits — wie ge- 
wohnlich — kolorimetrisch, andererseits aber auch durch die Mikro- 
kjeldahlmethode. Die Resultate beider Bestimmungen stimmten 
gut iiberein, was nur so zu deuten ist, da8B das Ultrafiltrat auBer 
Tyrosin keine Aminosiure enthilt. 

Wir bemerken endlich, da8 wir auch die Tyrosinbindung des Caseins 
untersucht haben. Es ist uns aber nicht gelungen, reproduzierbare Werte 
zu erhalten. Die parallelen Versuche zeigten Unterschiede, welche weit 
gréBer waren als die Versuchsfehler. Der Grund dieser Abweichungen 
liegt héchstwahrscheinlich in der Inhomogenitit des Caseins’). 

VI. Wir kénnen den sprungweisen Verlauf der Tyrosinbindung mit 
der Krystallwasserbindung eines Salzes vergleichen, welches mehrere Hydrate 
(Mono-, Di-, Trihydrate) zu bilden imstande ist. Bringen wir eine bestimmte 
Menge eines solchen Salzes ins Vakuum und erhéhen sukzessive die Menge 
des Wasserdampfes in diesem Raume, so machen wir etwas ihnliches, wie 
weun wir die Tyrosinkonzentration der Ovalbuminlésung erhéht hitten. 
Das wasserfreie Salz nimmt solange kein Wasser auf, bis die Tension des 


1) Uber diese Frage wird aus unserem Institute etwa gleichzeitig eine 
besondere Arbeit erscheinen. 
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Wasserdampfes diejenige des Monohydrats erreicht. Von da ab wird aber 
die eingelassene Wasserdampfmenge absorbiert (wihrend dieses Prozesses 
nimmt die Tension nicht zu) und zwar so lange, bis die ganze Salzmenge 
sich zu Monohydrat umgewandelt hat. Eine weitere Steigerung der ein- 
gelassenen Wasserdampfmenge erhéht die Menge des gebundenen Wassers 
so lange nicht, bis wir die Tension des Dihydrates erreicht haben. 

Ein Diagramm, auf dessen Abszisse die eingelassenen Wasserdampf. 
mengen und auf dessen Ordinate die durch das Salz gebundenen Wasser. 
mengen aufgetragen sind, ist im wesentlichen unserer Fig. 4 dhnlich. Eine 
solche ,,Kurve“ wird aber aus geraden Linien zusammengesetzt. Steigende 
schrige Linien bedeuten die Wasserbindung, die horizontalen Linien ent- 
sprechen den Zustinden, in welchen sich die Tension des Wasserdampfes 
bis zu der Tension des nichsten Hydrates erhoht. 


VII. Wenn wir die durch 1 g Ovalbumin bei den Knickpunkten 
gebundenen Tyrosinmengen berechnen, so erhalten wir Zahlen, 
die beinahe einfache Multipla voneinander bilden. Bei Beurteilung 


bei pp=4,7 ..... 1,1 mg Tyrosin = 0,21 Mole Tyrosin 
» We 6 ane i ty - = 0,21 ,, re 
ee ee ae i » = 0,27 ,, . 

, Po= 9,8 (1. Knickp.) 2,25, ‘i = 0,43 _,, ‘ 

» maw eee. . ) 580 ,, , =10 , ‘ 

+» PH = 9,8 (3. ” ) 10,8 ,, 9 = 2,06 ,, ” 


dieser Frage darf man aber nicht vergessen, daB die maximale 
Bindung bei den Knickpunkten noch nicht unbedingt erreicht ist. 

Berechnen wir die Mole des T'yrosins, welche durch 1 Mol 
des Ovalbumins [d. h. durch 34500 Gewichtsteile!) desselben] ge- 
bunden werden, so erhalten wir die in der letzten Spalte angegebenen 
Zahlen. 

VUI. Die sprungweise Bindung der Aminosiuren kann wo- 
moglich auch bei der natiirlichen Synthese der EiweiBkérper eine 
Rolle spielen, wenn wir annehmen, da der lockeren, reversiblen 
Adsorption der Aminosiuremolekiile eine irreversible, endgiiltige 
Hinverleibung derselben in die KiweiBmolekiile folgt. Diese An- 
nahme kénnen wir durch die folgenden Erfahrungen unterstiitzen: 

Es ist uns gelungen 2 Eiweifstoffe, das Casein und das 
Weizengliadin, in je 2 Komponenten zu zerlegen und dieselben 
ziemlich rein darzustellen’), Die beiden, offenbar verwandten 
Komponenten des Caseins enthalten 3,9 bzw. 7,8°/, Tyrosin, und 
jene des Gliadins 1,78 bzw. 3,83°/, Tyrosin. Das Verhiiltnis der 


1) The Svedberg, a. a. O. 
*) Eine dieser Arbeiten wird — wie erwaéhnt — etwa gleichzeitig er- 
scheinen. 
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ersteren Zahlen ist 1:2,0, dasjenige der letzteren aber 1: 1,95. 
Die betreffenden Tryptophangehalte sind beim Casein 1,08 bzw. 
1,58°/, und die Proportion derselben ist 2:2,92. Wir haben es 
also beinahe mit einfachen, ganzen Zahlen zu tun. 

Es ist ja nicht ausgeschlossen, daB diese alleinstehenden 
Fille vielleicht zufallige sind. Der Umstand aber, daB auch andere 
Forscher dhnliche oder wenigstens analoge Erfahrungen machten, 
ermutigt uns zu der erwdhnten Annahme. Wir denken nimlich 
an die Resultate von J. Walér und E. Timar, die (unter anderem) 
fanden!), daB das Verhiltnis der Schwefelgehalte der Himoglobine 
des Rindviehes und der Katze gleich 3:5 ist. Eine Erfahrung, 
welche vielleicht mit der unseren in Zusammenhang stehen kann. 

Jedenfalls scheinen diese Erscheinungen wert zu sein, auch 
weiterhin untersucht zu werden. Wir setzen unsere Unter- 
suchungen fort. 


Diese Versuche haben wir mit Unterstiitzung der Unga- 
rischen Landeskommission zur Férderung der Natur- 
wissenschaften und der Széchenyi Wissenschaftlichen 
Gesellschaft ausgefiihrt. 


1) Biochem. Z. 202, 365 (1928). 
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Uber die Hydrierung des Ergosterins 
und des 22-Dihydroergosterins. 


Von « 


8. v. Reichel. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juli 1934.) 

Wenn Ergosterin in atherischer Lisung mit Palladiummohr 
und Wasserstoff geschiittelt und die Hydrierung nach Verbrauch 
von 1 Mol. Wasserstoff unterbrochen wird’), erhalt man Dihydro- 
ergosterin (a-Dihydroergosterin, Dihydroergosterin I). Denselben 
Stoff erhalt man auch, wenn Ergosterin in athylalkoholischer oder 
propylalkoholischer Lésung mit Natrium behandelt wird”). 

In diesem Falle fiihren also die katalytische Hydrierung und 
die Hydrierung mit Natrium und Alkohol zu demselben Di- 
hydroderivat. 

Sehr iiberraschend ist es nun, dab das 22-Dihydroergosterin, 
dessen konjugierte Doppelbindungen sich in derselben Stellung 
befinden wie im Ergosterin, ein anderes Verhalten zeigt: Bei der 
katalytischen Hydrierung mit 1 Mol Wasserstoff erhalt man das 
sogenannte @-Ergostenol; bei der Hydrierung mit Natrium und 
Alkohol entsteht dagegen ein y-Ergostenol, das sich beim Schiit- 
teln mit Palladiummohr leicht in «-Ergostenol umlagert’). 

Eine Nachpriifung dieser Versuchsergebnisse sowohl am Ergo- 
sterin wie auch am 22-Dihydroergosterin erschien darum geboten, 
besonders nachdem von verschiedenen englischen Forschern die 
Hydrierung des Ergosterins zum Dihydroergosterin mit Natrium 
und Alkohol nicht erreicht werden konnte ‘). 

Um fir meine Versuche ein von Dihydroergosterin villig 
freies Ergosterin zur Verfiigung zu haben, bereitete ich das Ergo- 


) Heilbron u. Sexton, J. Chem. Soc. Lond. 1929, S. 924. 

*) Windaus u. Brunken, Liebigs Ann. 460, 232 (1928). 

*) Windaus u. Langer, Liebigs Ann. 508, 105 (1983). 

*) Heilbron, Johnstone u. Spring, J. Chem. Soc. Lond. 1929, 
S. 2248. ,,Despite repeated attempts, we have failed to optain dihydroergo- 
stero)] by Windaus and Brunkens method.“ — Callow u. Rosenheim, 
J. Chem. Soc. Lond. 1983, S. 387. 





in 


un 








(ber die Hydrierung des Ergosterins und des 22-Dihydroergosterins. 147 


sterin durch thermische Zersetzung des Ergosterylacetat-malein- 
siureanhydrid’) und hydrierte es sowohl katalytisch als auch mit 
Natrium und Alkohol. In beiden Fillen erhielt ich ohne jede 
Schwierigkeit das Dihydroergosterin; die beiden nach den ver- 
| schiedenen Hydrierungsverfahren erhaltenen Proben des Stoffes 
' wurden sorgfaltig verglichen und fiir identisch befunden. 

Ich habe dann auch das 22-Dihydroergosterin mit Natrium 
und Alkohol hydriert und dabei das y-Ergostenol mit den friher 
bekannten Konstanten gewonnen. Meine Nachpriifung bestitigt 
also die Richtigkeit der friiheren Angaben aus dem Gittinger 
Laboratorium. Warum Ergosterin und 22-Dihydroergosterin sich 


1ohr j unter den angegebenen Bedingungen verschieden verhalten, vermag 
uch J ich nicht anzugeben. 
dro. 
Iben Herrn Professor Dr. Windaus danke ich herzlich fiir die 
yer (@ Leitung und Unterstiitzung meiner Versuche. 
if Hydrierung des Ergosterins mit Natrium und Alkohol. 1 ¢ reines 
_ _ Ergosteryl-acetat wurde in 30 ccm absolutem Alkohol gelést und die Lésung 
Di- ' zum Sieden erhitzt; hierzu wurden kleine Stiicke Natrium gegeben, bis die 
_ Lésung mit Natriumithylat gesittigt war; dann wurden wieder einige cem 
rin, absoluter Alkohol hinzugefiigt; auf diese Weise wurden im Laufe von 
- 12 Stunden 400 cem absoluter Alkohol und 25 g Natrium verbraucht; dann 
hs ' wurde die Lésung in Wasser gegossen, der gebildete Niederschlag wurde 
der Hin Ather aufgenommen, die itherische Lésung gewaschen, mit Natriumsulfat 
das [i getrocknet und eingedampft. 
und Das so gewonnene Dihydroergosterin wurde aus Alkohol umkrystalli- 
iiit- ' siert; es schmolz dann bei 193°. 
] 18,5 mg Subst., 2 cem Chloroform, « = — 0,195°, 
‘co. [o]i® = — 21,0°. 
ten, Durch nochmalige 5stiindige Hydrierung mit Natrium und Alkohol 
die _ indert sich der Schmelzpunkt und die Drehung nicht mehr. 
un 16,7 mg Subst., 2 cem Chloroform, « = — 0,184°, 
1 (w]3® =— 21,5° 
lig Das in der tiblichen Weise bereitete Acetat schmolz bei 180—181°. 
go- 21,8 mg Subst., 2 cem Chloroform, « = — 0,22°, 
[a],® = — 20,5°. 
Die in der Literatur angegebenen Daten fiir das Dihydroergosterin 
_ und sein Acetat sind die folgenden: 
)29, Dihydroergosterin .... Schmelzp. 1783—174° [e]}? =— 20,4° 
0- Dihydroergosteryl-acetat Schmelzp. 180—181° [e]i* =— 21° 
im, rat reset 





') Inhoffen, Liebigs Ann. 508, 81 (1933). 
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Zur weiteren Charakterisierung habe ich noch das m-Dinitrobenzogt 
bereitet, es krystallisiert aus Essigester und schmolz bei 206—207°. 


21,7 mg Subst., 2 ccm Benzol, « = — 0,022°, 
[o]29 =— 21° 
Katalytische Hydrierung des Ergosterins. Reines Ergosteryl-acetat 
wurde mit Palladiummohr in Ather mit Wasserstoff geschiittelt. Nachdem 
die fiir eine Doppelbindung berechnete Menge Wassertoff aufgenommen 
war, wurde die Hydrierung unterbrochen. Das «-Dihydroergosteryl-acetat 


wurde durch fraktionierte Krystallisation aus Ather-Methanol erhalten und 
schmolz bei 180—181°. 


33,3 mg Subst., 2 cem Chloroform, 
a =— 0,325° [a]i® = — 19,5°. 
Das durch Verseifung gewonnene a-Dihydroergosterin zeigte einen 
Schmelzpunkt von 172—173°. 
16,4 mg Subst., 2 cem Chloroform, « = — 0,175°, 
[o]29 = — 21,8°% 
Das Dinitrobenzoat schmolz bei 206—207° und zeigte keine Depression 
mit dem oben erwihnten Dinitrobenzoat. 
12,0 mg Subst., 2 cem Benzol, « = — 0,013, 
[o]29 = — 2,1° 
Hydrierung des 22-Dihydroergosterins mit Natrium und Propyl- 
Alkohol. Das 22-Dihydroergosteryl-acetat wurde mit Natrium und trockenem 


Propylalkohol hydriert. Das erhaltene y-Ergostenol schmolz bei 146° und 
zeigte keine Absorption mehr. 


16,1 mg Subst., 2 cem Chloroform, « = — 0,01°, 
[a]3° = — 1,2° 
Das y-Ergostenolacetat hatte einen Schmelzpunkt von 157° 
25,3 mg Subst., 2 cem Chloroform, « = — 0,08°, 
[o]2° = — 6,3° 
Diese Konstanten stimmen mit den Angaben von Windaus 
und Langer iiberein. 
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